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(54) Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la ficobiotehnologie, si
anume la un procedeu de cultivare a
cianobacteriei  Spirulina platensis, pentru
utilizare in medicina si industria alimentara.

Procedeul, conform inventiei, include
inocularea cianobacteriei pe mediul nutritiv
Zarrouk, cultivarea in decurs de 7 zile la
iluminarea de 3500 Ix si temperatura de 35 °C,
apoi la a 8-a zi mediul se suplimenteazd cu

2
2...4 mg/l CuSO; =5H,O si cultivarea se
efectueaza incd 3 zile la iluminarea de
3500...5500 Ix.

Rezultatul consta in majorarea
productivitatii cianobacteriei si a continutului
de exopolizaharide acide.

Revendicari: 1



(54) Process for cultivation of Spirulina platensis cyanobacterium

(57) Abstract:
1

The invention relates to
phycobiotechnology, in particular to a process
for cultivation of Spirulina platensis
cyanobacterium, for use in medicine and food
industry.

The process, according to the invention,
comprises the inoculation of cyanobacterium
on a Zarrouk nutrient medium, cultivation for 7
days at the light of 3500 Ix and the temperature

2
of 35°C, then on the 8th day 2...4 mg/l of
CuS0O4+5H,0 is added to the medium and the
cultivation is carried out for further 3 days at a
light of 3.500...5.500 Ix.

The result consists in increasing the
productivity of cyanobacteria and the content
of acid exopolysaccharides.

Claims: 1

(54) Cnocod ky1pTHBHpOBaHus nuaHodakTepun Spirulina platensis

(57) Pedepar:
1
Uzo0perenue OTHOCHUTCS K
(PMKOOMOTEXHONIOTHUH, @ WMEHHO K CII0co0y
KYJbTHBUPOBaHUS [HaHOOakTepuu Spirulina
platensis, mis ucnonb30BaHUsI B MEAUIMHE U
MHIICBOM MPOMBIIUICHHOCTH.

Crioco0, COTJIaCHO N300pETEHHIO,
BKJIIOYAaET  MOCeB  [HAaHOOaKTepuu  Ha
MUTATENbHYIO cpeny 3appyka,

KyJIbTUBUPOBAaHHE B TeUeHHWEe 7 JOHEH IpH
ocBemieHHoctd 3500 srokc M Temmeparype

2
35°C, 3atem Ha 8 NEHB K cpele JOOaBISETCS
2...4 mr/n CuSO4*5H>0 u KynbTUBHpOBaHHE
OCYILIECTBIISIETCS B T€UEHUE elle 3-X THeH npu
ocenienHoctd 3500...5500 mrokc.

PesynmpraTr  coctout B TMOBBIIICHUH
MPOU3BOAUTENIBHOCTH  [UAHOOAKTEpUH |
COZIepYKaHUs KUCIBIX SK30MOIUCAXAPUJIOB.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la ficobiotehnologie, si anume la un procedeu de cultivare a
cianobacteriei Spirulina platensis pentru utilizare in medicind si industria alimentara.

in ultimele decenii, o atentie deosebitd din partea cercetitorilor este orientatd asupra
proprietatilor biologice si chimice ale polizaharidelor, in special a polizaharidelor sulfatate.
Polizaharidele sulfatate posedd o gamd larga de bioactivitdti importante:  antioxidante,
antivirale, anticoagulante si trombocitare, precum si de inhibare a unor tumori. Este deja
bine cunoscutd polizaharida sulfatata Ca-spirulina, obtinuta din biomasa de spirulina, care
posedi actiune anticanceroasa. in acest context prezinta interes elaborarea procedeelor de
inducere a sintezei polizaharidelor acide si sulfatate la cianobacteria Spirulina platensis.

Este cunoscut un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina subsalsa care utilizeaza
stresul pentru sporirea producerii de exopolizaharide prin crearea deficientei de fosfat sau
nitrat, prin adaos de un surplus de NaCl (0,9M), precum si nitrat de (10 mM) la mediul de
cultivare [1].

Cu toate ca a fost stabilit efectul pozitiv al factorilor mentionati asupra acumularii
exopolizaharidelor la cianobacteria Spirulina subsalsa, dezavantajul acestui procedeu consta
in diminuarea productivitatii §i a continutului de proteind in biomasi, cantitatea de
exopolizaharide nu este considerabil de 1nalta, fiind influentatd de durata cultivarii, care in
prezenta excesului de 0,9 M NaCl atinge valoarea maxima 1in a 28-a zi de cultivare, ceea ce
nu este rentabil din punct de vedere economic.

Mai este cunoscut un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis cu
continut bogat de polizaharide sulfatate, care prevede cultivarea in baloane Erlenmeyer de 4
litri, continand 3 litri de mediul Zarrouk autoclavat. Mediul a fost imbogatit cu azot (sub
forma de nitrat de sodiu) in concentratii de 45, 128, 293, 412 si 622 ppm. pH-ul mediului a
fost ajustat la 10,5 si mediul a fost autoclavat. Algele au fost supuse barbotarii cu 0,3% CO;
in aer si au fost cultivate la 25 + 3°C, la 0 iluminare continui cu lampi fluorescente. In
biomasa de spirulina a fost determinat continutul de polizaharide sulfatate, care a constituit
5,02% si 4,13% la cultivare pe mediu cu 412 ppm de azot (nivel optim) si 45 ppm de azot
(nivel limitat) [2].

Dezavantajul acestui procedeu consta in aceea ca la cultivarea spirulinei pe medii ce
contin 412 ppm (nivel optim de N») si 45 ppm (nivel limitat de N,) se atinge un continut de
doar 5,02% si 4,13% polizaharide sulfatate sau 50,2 si 41,3 g/kg de biomasa, respectiv.

Mai este cunoscut un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis care
include etapele: cultivarea spirulinei la intensitatea luminii de 96 umol photons m(?2) s(*) sau
7104 Ix temperatura de 28°C si acumularea biomasei, dupa care se majoreaza intensitatea
luminii pand la 192 pumol photons m(?) s(?) sau 14208 Ix si temperatura de 38°C sau, ca
factor stresant se utilizeaza 0,75 M NaCl si cultivarea este continuatd incd 2...3 zile in
conditii de stres [3].

Dezavantajul acestui procedeu constd in consumul sporit de energie electrica in cazul
cultivarii spirulinei 1n regim de iluminare continua cu utilizarea lampilor fluorescente (7104
si 14208 1x), precum si diminuarea productivitatii cianobacteriei Spirulina platensis si a
continutului de exopolizaharide acide la cultivare in prezenta 0,50...0,75 M NaCl.

Problema pe care a rezolva inventia consta in asigurarea unei productivitati mai inalte,
stabile a spirulinei §i majorarea continutului de exopolizaharide acide produse de
cianobacteria Spirulina platensis.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis include inocularea
cianobacteriei pe mediul nutritiv Zarrouk, cultivarea in decurs de 7 zile la iluminarea de
3500 Ix si temperatura de 35 °C, apoi la a 8-a zi mediul se suplimenteazd cu 2...4 mg/l
CuSO04 =5H,0 si cultivarea se efectueaza inca 3 zile la iluminarea de 3500...5500 Ix.

Rezultatul constda 1n majorarea productivitatii cianobacteriei si a continutului de
exopolizaharide acide, si anume majorarea randamentului de exopolizaharide acide de 2...4
ori si a productivitatii spirulinei de 1,27 ori.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza utilizarii in ziua a 8-a de cultivare a cianobacteriei
Spirulina platensis a 2 factori de stres: suplimentarea cu CuSO4*5H,O si majorarea
intensitatii de iluminare, care induc producerea de exopolizaharide acide (inclusiv si
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polizaharide sulfatate) pe suprafata peretilor celulari si eliminarea lor in lichidul de cultura,
pentru anihilarea ionilor toxici de Cu?*, precum si protejarea celulelor de efectul iluminarii
excesive la majorarea intensitatii de iluminare.

Exemple de realizare a inventiei

5 Exemplul 1
150 ml suspensie de spirulina (0,4 mg/ml) se cultiva in mediul Zarrouk in decurs de 7
zile la iluminarea de 3500 Ix, iar la a 8-a zi se suplimenteaza cu 2mg/l CuSOs *5H,0 si
cultivarea este continuatd inca 3 zile la 3500 Ix. La a 11-a zi spirulina se separa de lichidul de
cultura prin filtrare, lichidul cultural (fractia 1 de exopolizaharide) se recolteaza, iar biomasa
10 se suspenda in 40 ml de apa distilatd pentru extragerea exopolizaharidelor atasate pe
suprafata peretelui celular, se agita timp de 4...5 min, se filtreazd cu pompa de vid, iar
biomasa se spalda cu 10 ml de apa bidistilata, extractele se colecteaza impreuna (fractia 2 de
exopolizaharide). Fractia 1 de exopolizaharide este concentrata de 10 ori la evaporatorul cu
vacuum si supusd dializei. Din fractiile obtinute sunt luate probe pentru determinarea
15  concentratiei polizaharidelor acide cu reactivul alcian blue.
Exemplul 2
150 ml suspensie de spirulind (0,4mg/ml) se cultiva in mediul Zarrouk 1in decurs de 7
zile la iluminarea de 3500 Ix, iar la a 8-a zi se suplimenteaza cu 2 mg/l CuSO4 *5H,0 si
cultivarea este continuatd incd 3 zile la temperatura de 35 °C la 5500 Ix. La a 10-a zi spirulina
20  se separd de lichidul de cultura prin filtrare, lichidul de cultura (fractia 1 de exopolizaharide)
se recolteaza, iar biomasa se suspendd in 40 ml de apa distilatd pentru extragerea
exopolizaharidelor atasate pe suprafata peretelui celular, se agita timp de 4...5 min, se
filtreaza, iar biomasa se spala cu 10 ml de apa bidistilata, extractele se colecteaza impreuna
(fractia 2 de exopolizaharide). Fractia 1 de exopolizaharide este concentratd de 10 ori la
25 evaporatorul cu vacuum si supusa dializei. Din fractiile obtinute sunt luate probe pentru
determinarea concentratiei polizaharidelor acide cu reactivul alcian blue.
Analogic s-a procedat si la cultivarea cianobacteriei Spirulina platensis, mediul fiind
suplimentat cu 4 mg/l CuSO4*5H,0, la ambele intensitati de iluminare. Rezultatele conform
solutiei propuse in inventie sunt prezentate in tabel. Ele confirma ca utilizarea in ziua a 8-a
30  de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis a 2 factori de stres: suplimentarea cu
CuSO4*5H,0 si majorarea intensitatii de iluminare, induc o sporire de 2...4 ori a productiei
de exopolizaharide acide (inclusiv si polizaharide sulfatate), fata de solutia de referinta si
obtinerea unei cantitati maxime de exopolizaharide acide de 238,3 g/kg la suplimentarea cu
2 mg/l CuSO4*5H,0 la 5500 Ix.
35
Tabel
N Spirulina Produc- Biomasa | Fractia 1 de Fractia 2 de Exopoli-
cultivata tivitatea | totala, exopolizaharide in exopolizaharide extract | zaharide acide
cu adaos de|laa 1ll-a| mg lichidul cultural dupa | exopolizaharide totale,
saruri in Zi, concentrare (96,15 | (50 ml) mg/g sau
a8-azi g/l ml) a/kg
AE600 | mg/g AE600 | mg/g biomasa
biomasa
Conform solutiei de referinta
3500 Ix
1 0 1,03 309,60 | 0,059 45,98 0,031 12,62 58,60
2 0,25 M/l NacCl | 0,96 286,50 | 0,032 26,95 0,039 17,20 44,15
3 0,50 M/I NaCl 0,87 260,40 | 0,013 12,05 0,031 15,00 27,05
4 0,75 M/l NaCl 0,77 230,47 | 0,010 9,61 0,025 12,10 21,71
Conform solutiei propuse in inventie
3500 Ix
0 1,03 309,60 | 0,059 45,98 0,031 12,62 58,60
1 mg/l
CuSO4*5H,0 1,01 309,00 | 0,148 115,57 0,044 18,30 133,87
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2 mg/l
CuSO4*5H,0 1,01 302,70 | 0,167 133,13 0,054 22,50 155,63
4 mg/l
CuSO4*5H,0 1,03 303,00 | 0,271 136,18 0,045 18,40 154,58
5500 Ix
0 1,15 345,30 | 0,144 | 100,63 0,066 24,10 124,73
Imgl/l
CuSO4*5H,0 1,10 330,90 | 0,128 | 93,34 0,097 36,90 130,24
2 mg/l
CuSO4*5H,0 1,27 382,20 | 0,331 | 208,98 0,089 29,30 238,30
4 mg/l
CuS0O4*5H,0 1,12 334,50 | 0,245 176,74 0,064 24,1 200,84
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(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include inocularea acesteia pe
mediul nutritiv Zarrouk, cultivarea in decurs de 7 zile la iluminarea de 3500 1x si temperatura de 35
°C, apoi la a 8-a zi mediul se suplimenteaza cu 2...4 mg/l CuSO4 =5H,0 si cultivarea se efectueaza
incd 3 zile la iluminarea de 3500...5500 IX.
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