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Inventia se refera la tulpinile de microalge producétoare de substante bioactive, in special la tulpina algei verzi
Haematococcus pluvialis Flotow, care poate fi utilizata in biotehnologie pentru obtinerea astaxantinei.

Astaxantina — pigment din grupa carotenoizilor, este unul din cei mai de valoare antioxidanti, cunoscuti in prezent.
Activitatea antioxidanta a acestei substante este net superioard, comparativ cu cea a unor astfel de antioxidanti
recunoscuti ca tocoferolul, acidul ascorbic, B-carotenul, licopina s.a.

Privita din perspectiva contracararii stresului oxidativ, care conform conceptiei contemporane prezintd un mecanism
patofiziologic de baza, comun unui numar mare de maladii, astaxantina este un compus valoros, care poate fi utilizat
in tratamentul afectiunilor cardiovasculare, cancerului, tulburdrilor neurologice si imune, diabetului zaharat,
ischemiei, bolilor Alzheimer, Parkinson, etc., precum si pentru incetinirea imbatranirii organismului in ansamblu.

La etapa actuald, ca sursa de astaxantind sunt considerate un numar restrans de microorganisme, dintre care drojdia
Phaffia rhodozyma [1] si Agrobacterium aurantiacum [2].

Dezavantajele acestor tulpini sunt cantitatea mica de astaxantind si cheltuielile mari pentru cultivare. Astfel Phaffia
rhodozyma contine 30...800 mg de astaxantind la kg de biomasd absolut uscatd (adica pana la 0,08%), iar
Agrobacterium aurantiacum — 30...120 mg de astaxantina la kg de biomasa absolut uscata (adica pana la 0,12%).
Este cunoscuta tulpina Haematococcus pluvialis Flotow CNMN-AV-05 [3].

Dezavantajul acestei tulpini este productivitatea mica, si anume 1,32 g/l de biomasa absolut uscata (BAU).

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in obtinerea unei tulpini noi de Haematococcus pluvialis, care
ar asigura o productivitate mai sporitd de biomasa cu un continut suficient de astaxantina si minimum de cheltuieli
pentru cultivare.

Esenta inventiei constd in aceea ca se propune tulpina de alga Haematococcus pluvialis Flotow CNMN-AV-07 in
calitate de sursa de astaxantina.

Productivitatea de biomasa a tulpinii de algd Haematococcus pluvialis Flotow cu numarul CNMN-AV-07 este 3,0
g/l fatd de 1,32 g/l cea mai apropiata solutie si contine 2,4% astaxantina. Astfel, la cultivarea noii tulpini se obtin 3,0
g/l de biomasi cu un continut de 2,4% de astaxantini, ceea ce in valori absolute constituie 72 mg. in cazul celei mai
apropiate solutii acest indiciu constituie 44,9 mg.

Rezultatul consta in sporirea productivitatii algei si a cantitatii de astaxantina.

Tulpina propusa a fost colectata dintr-un bazin acvatic artificial din apropierea satului Capriana.

in cultura algologic pura tulpina se multiplica intens pe mediul mineral lichid RD cu urmitoarea componenti a
macroelementelor (g/l): NaNO; — 0,3; KH,PO, — 0,02; K,HPO, — 0,08; NaCl — 0,02; CaCl, — 0,05; MgSO, - 7TH,O
—0,01; ZnSO47H,0 — 0,0001; MnSO,5H,0 — 0,0015; CuSO, - 5H,0 — 0,00008; H;BO; — 0,0003; (NH4)sMo0O,, -
4H,0 - 0,0003; FeCl; - 6H,0O — 0,0175; Co(NO3), - 6H,0 — 0,0002; EDTA - 0,0075.

in conditii obisnuite de cultivare tulpina respectiva are o productivitate de 3,0 g/l cu un continut de astaxantini de
2,4% din biomasa absolut uscata.

Caractere morfo-culturale ale tulpinii

Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-07 este o alga verde monocelulara. Structura celulara a Haematococcus
pluvialis se aseamana cu cea a majoritatii algelor monocelulare din ordinul Volvocales. in dependentd de etapa de
dezvoltare, forma si dimensiunile celulelor variaza.

in conditii optimale de crestere celulele vegetative verzi au forma sferica spre elipsoidali cu diametrul intre 8...20
pum inconjurate de o membrana netedd, indepartatd de protoplast, fiind acoperite de o matrice extracelulara
gelatinoasd de o grosime variabild. Din partea posterioara a protoplastului pleaca 2 flageli izoconti de lungime egala
cu cea a corpului celular. Cromatoforul parietal in forma de para sau cupa, foarte fin reticulat, este strabatut de
protoplasma hialind. Nucleul este mare, dispus central, cu un singur nucleol si nu este atasat de flageli. Pe parcursul
dezvoltarii alga trece usor in forma palmeloida, celulele mobile isi pierd flagelii si devin celule vegetative in stare de
repaus, fiind inconjurate de un strat mucozitar cu grosimea de 5,8+0,10 um. in conditii de iluminare excesiva
celulele vegetative se transforma in cisti rosii — aplanospori. La aceasta etapa celulele acumuleaza o cantitate masiva
de astaxantina in picaturi de lipide din citoplasma. Céand conditiile devin favorabile aplanosporii revin la forma
vegetativa.

Caractere fiziologo-biochimice

Tulpina microalgei verzi Haematococcus pluvialis Flotow CNMN-AV-07 creste bine pe mediul RD, componenta
caruia a fost mentionatd mai sus. Temperatura optima este de 25...27°C, pH 7,0. Intensitatea optima a luminii este
de 1500...3000 Ix.

Tulpina este sensibila la variatia conditiilor de cultivare.

in conditii favorabile de existenta se caracterizeaza printr-o productivitate de 3 g/l biomasa absolut uscati. Biomasa
absolut uscatd de Haematococcus pluvialis Flotow CNMN-AV-07 are continutul de astaxantina de 2,4%.

Gradul de puritate a tulpinii

Tulpina a fost obtinutd prin metoda ,,picaturii suspendate” in cultura algologic pura si acumulata in mediul lichid si
agarizat RD. La cultivarea in masd poate fi infectatd cu alge si cianobacterii. Contaminarea poate fi evitata prin
respectarea conditiilor aseptice.

Exemplu de realizare a inventiei

in vase de culturd cu volumul de 1 litru in mediul mineral lichid cu urmétoarea componenti a microelementelor
(g/L): NaNO; — 0,3; KH,PO,4 — 0,02; K,HPO, — 0,08; NaCl — 0,02; CaCl, — 0,05; MgSO, - 7H,O — 0,01; ZnSO, -
7H,O — 0,0001; MnSO, - 5H,0 — 0,0015; CuSO,4 - SH,O — 0,00008; H;BO; — 0,0003; (NH4)sM0O,4 - 4H,0 —
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0,0003; FeCl; - 6H,O — 0,0175; Co(NOs), - 6H,O — 0,0002; EDTA — 0,0075, pH 7,0, pregatit pe apa distilata, se
introduce inoculum de 0,3 g/l calculat pentru biomasa absolut uscatd. Cultivarea se realizeaza la intensitatea luminii
de 1500 Ix timp de 10 zile, dupa care 5 zile la intensitatea luminii de 3000 Ix, la temperatura de 25...27°C. in ziva a
15-a productivitatea ajunge pana la 3 g/l de biomasa absolut uscata, ce contine 2,4% astaxantina.



