MD 2386 B2 2004.02.29

MD 2386 B2 2004.02.29

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat

pentru Protectia Proprietatii Industriale

(12)

a1 2386 13 B2

1) Int. CL”: C 12N 120, 1/12;
A 01 G 33/00

BREVET DE INVENTIE

Hotarérea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocatid in termen de 6 luni de la data publicarii

(21) Nr. depozit: a 2001 0148
(22) Data depozit: 2001.05.15
(41) Data publicarii cererii:

2003.02.28, BOPI nr. 2/2003

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:
2004.02.29, BOPI 2/2004

(71) Solicitanti: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII
MOLDOVA, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD; INSTITUTUL DE
CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: RUDIC Valeriu, MD; TURTA Constantin, MD; BULIMAGA Valentina, MD; DENCICOV
Lidia, MD; CHIRIAC Tatiana, MD; LAZARESCU Ana, MD

(73) Titulari: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII
MOLDOVA, MD; UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD; INSTITUTUL DE
CHIMIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII MOLDOVA, MD

(54) Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la biotehnologie, in particular
la un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spiru-
lina platensis, care reprezintad o sursd de ficobili-
proteine §i carotenoizi, folositi in industria farma-
ceutica si alimentara, precum si in cosmetologie.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spiru-
lina platensis include inocularea acesteia pe un
mediu nutritiv cu urmatorul raport al ingredientelor
(g/L): NaHCO; - 16,8; K,HPO43H,O - 1,0;
NaNO; - 2,5; NaCl - 1,0; K,SO, — 1,0;
CaCl,-6H,0 — 0,04; MgSO,-7H,0 - 0,20; H;BO; —
0,00286; MnCl,-4H,0O — 0,00181; ZnSO,-7H,0 —
0,00022; CuSO45H,0 - 0,00008; MoO; -
0,000015. In a treia zi de cultivare in acest mediu se
adauga unul dintre urmatorii compusi coordinativi:
azotat de hexa-p-glicinato(O,0")-p;-oxotriacvotri-
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fier(IMMtrihidrat- [Fe;0(Gly)s(H,0);]NO;-3H,0, de
hexa-p-treoninato(O,0")-p;-oxotriacvotrifier(Ill) -
[Fe;0(Tre)s(H,O);]NO;  sau de hexa-p-alani-
nato(O,0’)-p;.oxotriacvotrifier(IIT)tetrahidrat -
[Fe;0(Ala)¢(H,0);]NO;-4H,0 in cantitate de 5...10
mg/L, totodatd cultivarea se efectueaza timp de 6
zile. Procedeul se efectueazd la temperatura de
30...35°C si iluminarea de  3000...4000 Ix.

Rezultatul inventiei constd in intensificarea
procesului de fotosintezd, ceea ce contribuie la
sporirea productivitatii spirulinei, precum si a
continutului de carotenoizi si ficobiliproteine in
biomasa.

Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la un procedeu de cultivare a cianobacteriei
Spirulina platensis, care reprezinta o sursa de ficobiliproteine si carotenoizi, folositi in industria
farmaceutica si alimentara, precum si in cosmetologie.

Este cunoscut un procedeu de cultivare a spirulinei, care prevede utilizarea mediului de cultivare cu
urmdtoarea compozitie (g/L): Na,CO; — 9,00...12,00; NH4H,PO, — 0,16...0,24; NaNO; — 0,48...0,72;
KCI - 0,08...0,12; (NH,),CO — 0,22...0,32; MgSO47H,0 — 0,064...0,096; NaCl — 1,44...2,20;
H;BO; — 0,0028; MnCl,*4H,0 — 0,00181; ZnSO4+7H,0 — 0,00022; CuSO,*5H,0 — 0,00008; MoO; —
0,000015; NH,VO; — 0,000023; K,Cry(SO,4)*24H,0 — 0,000096; NiSO4»7H,0O — 0,0000479;
Co(NOs),*6H,0 — 0,000044; in calitate de sursa de fier - citratul amoniacal de fier — 0,008...0,012; apa
de robinet — pana la 1 L; cultivarea in regim de acumulare timp de 10 zile, pH-ul mediului 8...9,
temperatura 35+1°C, iluminarea de 80 W/m? [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in durata indelungatd a procesului de cultivare (10 zile)
pentru o productivitate a spirulinei de 1,4+1,6 g/L.

Mai este cunoscut un procedeu de cultivare a spirulinei, in care se utilizeazad mediul nutritiv
modificat Zarrouk cu urmétoarea compozitie, g/L: NaHCO; — 16,8; K,HPO, — 0,1; KNO; — 3,75; NaCl
- 1,0; K;SO4 — 3,75; CaCl, — 0,04; MgSO,*7H,0 — 0,7; Fe(Lis), — 0,001...0,01; H;BO; — 0,00286;
MnCl,*4H,0 — 0,00181; ZnSO,4*7H,0 — 0,00022; MoO; — 0,000015, apa de robinet — pana la 1 L;
cultivarea in regim de acumulare, iluminarea 15...24 mii erg/cm’, temperatura 35+1°C, pH-ul optim al
mediului 9,5...10,0 [2].

Dezavantajul acestui procedeu consta in aceea ca mediul utilizat nu asigura o productivitate inalta si
nu permite obtinerea unei biomase cu un continut mai sporit de carotenoizi si ficobiliproteine.

Problema pe care o rezolva inventia propusad constd in elaborarea unui procedeu de cultivare a
spirulinei care asigurd sporirea productivitatii ei, contribuind si la ameliorarea calitatii ei prin sporirea
continutului de carotenoizi si de ficobiliproteine.

Esenta inventiei consta 1n aceea cd se propune un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina
platensis, care include inocularea si cultivarea acesteia pe un mediu nutritiv cu urmétorul raport al
ingredientelor, g/L. de apa: NaHCO; — 16,8, K;HPO4+3H,0 — 1,0; NaNOs — 2,5; NaCl — 1,0; K,SO, —
1,0; CaCly6H,O — 0,04; MgSO,7H,0 — 0,20; H3;BO; — 0,00286; MnCl,»4H,0O — 0,00181;
ZnS0O4+7H,0 — 0,00022; CuSO45H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015. La a treia zi de cultivare 1n acest
mediu se adaugd unul dintre compusii coordinativi: azotat de hexa-p-glicinato(O,0'")-p;-0xotriacvo-
trifier(IlNtrihidrat -  [Fe;0(Gly)s(H,0);]NO;*3H,0; de hexa-p-treoninato(O,0")-p;-oxotriacvotri-
fier(IlN)-[Fe;O(Tre)s(H,0);]NO; sau de hexa-p-alaninato(O,0")-p;-oxotriacvotrifier(Il)tetrahidrat -
[Fe;0(Ala)g(H,0);]NO5+4H,0 1n cantitate de 5...10 mg/L, totodata cultivarea se efectueaza timp de 6
zile la temperatura de 30...35°C, la iluminarea de 3000...4000 Ix.

Noutatea inventiei constd in aceea cd se propune un procedeu de cultivare a spirulinei, conform
caruia in mediu la a treia zi de cultivare se adaugd unul din compusii coordinativi:
[Fe;O(Gly)(H,0);]NO;3H,0, [Fe;O(Tre)s(H,0);]NO; sau [FeO(Ala)s(H,0);]NO34H,0.

Rezultatul inventiei consta in:

— asigurarea unei majorari a productivitatii spirulinei de 1,2...1,25 ori;

— sporirea continutului de ficobiliproteine de 1,84...2,1 ori;

— sporirea continutului de carotenoizi de 1,14...1,52 ori
in comparatie cu cea mai apropiata solutie.

Rezultatul ~ obtinut se  datoreaza  faptului cd compusii  coordinativi  utilizati:
[Fe;O(Gly)e(H,0);]INO;3H,0, [Fe;0(Tre)(H,0);]NOs, [FeO(Ala)s(H,0);]NO; *4H,0, fiind compusi
trinucleari ce contin 3 atomi de fier si 6 molecule de aminoacid, influenteaza asupra activitatii
enzimelor care intensifica procesul de fotosinteza si respectiv creste productivitatea. Carbonul organic
care intrd in componenta aminoacidului inclus in compusul utilizat sporeste sinteza acetil CoA, care si
intensifica procesul de ficobilinogeneza si de carotenogeneza.

Aminoacizii pot servi si la sinteza aminoacizilor de novo, care sunt inclusi in moleculele de
ficobiliproteine.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/L): NaHCO; — 16,8; K,HPO4+3H,0 — 1,0;
NaNO; — 2,5; NaCl — 1,0; K,SO,4 — 1,0; CaCl,*6H,0 — 0,04; MgSO,4+7H,0 — 0,20; H;BO; — 0,00286;
MnCl,4H,0 — 0,00181; ZnSO4+7H,0 — 0,00022; CuSO,*5H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015; apa de
robinet pand la 1 L. Se introduce suspensia de spirulind in cantitate de 0,4...0,45 g/L. Cultura de
spirulind se transferd cantitativ (cate 500 mL) in retorte Erlenmayer cu volumul de 1 L. Cultivarea se
desfagoara timp de 6 zile, respectand temperatura de 30°C si iluminarea de 3000 Ix in primele 2 zile ale
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cultivarii. In ziua a 3-a la cultura de spirulind se suplimenteazi [Fe;O(Gly)s(H,0)5]NO3*3H,O in
cantitate de 0,005 g/L. Pentru urmatoarele zile ale cultivarii se mentine temperatura de 35°C si
iluminarea de 4000 Ix. In ziua a 6-ea se determind productivitatea, dupa care cultura de spirulini se
separd de lichidul cultural prin filtrare, iar In biomasa obtinutd se determind continutul de ficobili-
proteine §i carotenoizi.

Productivitatea spirulinei la ziua a cincea este de 1,86 g/L biomasa absolut uscatd. Biomasa de
spirulind contine 21,68% ficobiliproteine si 1,24% carotenoizi.

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/L): NaHCO; — 16,8; K,HPO4+3H,0 — 1,0;
NaNO; — 2,5; NaCl — 1,0; K,SO,4 — 1,0; CaCl,*6H,0 — 0,04; MgSO,4+7H,0 — 0,20; H;BO; — 0,00286;
MnCl,4H,0 — 0,00181; ZnSO4+7H,0 — 0,00022; CuSO,*5H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015; apa de
robinet pand la 1 L. Se introduce suspensia de spirulina in cantitate de 0,4...0,45 g/L. Cultura de
spirulind se transferd cantitativ (cate 500 mL) in retorte Erlenmayer cu volumul de 1 L. Cultivarea se
desfisoara timp de 6 zile, respectand temperatura de 30°C si iluminarea de 3000 Ix in primele 2 zile ale
cultivarii. in ziua a 3-a la cultura de spirulina se suplimenteazi 0,01 g/L [Fe;O(Tre)s(H,0);]NO;. Pentru
urmitoarele zile ale cultivarii se stabileste temperatura de 35°C si iluminarea de 4000 Ix. In ziua a 6-ea
se determind productivitatea, dupa care cultura de spirulina se separa de lichidul cultural prin filtrare, iar
in biomasa obtinutd se determina continutul de ficobiliproteine §i carotenoizi.

Productivitatea culturii in ziua a sasea este de 1,87 g/L biomasad absolut uscati. Biomasa de
spirulind contine 19,01% ficobiliproteine si 1,20% carotenoizi.

Exemplul 3

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/L): NaHCO; — 16,8; K,HPO4+3H,0 — 1,0;
NaNO; — 2,5; NaCl — 1,0; K,SO,4 — 1,0; CaCl,*6H,0 — 0,04; MgSO,4+7H,0 — 0,20; H;BO; — 0,00286;
MnCl,4H,0 — 0,00181; ZnSO4+7H,0 — 0,00022; CuSO,*5H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015; apa de
robinet pand la 1 L. Se introduce suspensia de spirulind in cantitate de 0,4...0,45 g/L. Cultura de
spirulind se transferd cantitativ (cate 500 mL) in retorte Erlenmayer cu volumul de 1 L. Cultivarea se
desfigoara timp de 6 zile, respectand temperatura de 30°C si iluminarea de 3000 Ix in primele 2 zile ale
cultivarii. In ziua a 3-a la cultura de spirulini se suplimenteazi 0,01 g/L [Fe;0(Ala)g(H,0);]NO;+4H,0.
Pentru urmatoarele zile ale cultivarii se stabileste temperatura de 35°C si iluminarea de 3000 I1x. La ziua
a 6-ea se determind productivitatea, dupd care cultura de spirulind se separa de lichidul cultural prin
filtrare, iar Tn biomasa obtinutd se determina continutul de ficobiliproteine si carotenoizi.

Productivitatea culturii in ziua a sasea este de 1,92 g/L biomasd absolut uscatd. Biomasa de
spirulind contine 21,06% ficobiliproteine si 1,60% carotenoizi.

Tabel
Unele caracteristici ale biomasei obtinute la cultivarea Spirulina platensis

Procedeul
utilizat

Compusul coordinativ

Concen-
tratia, g/L

Productivi-
tatea, g/L

Ficobilipro-
teine, % din
biomasa

Carotenoizi, %
din biomasa

Conform celei
mai apropiate
solutii

Fe(Lis),

0,001
0,010

1,454+0,06*
1,237+0,05

10,32
1,21

1,05+0,05*
0,50+0,01

Conform
solutiei
propuse in
inventie

[Fe;0(Gly)s(H20);]INO;23H,0

0,005

1,86+0,07

21,68+0,58

1,2440,032

[FesO(Tre)s(H,0)3INO;

0,010

1,87+0,04

19,01+0,20

1,20+0,018

[FeO(Ala)s(H,0);]NO;3+4H,0O

0,010

1,92+0,04

21,06+0,09

1,60+0,052

Nota: *Productivitatea si continutul de carotenoizi au fost determinate in conditii experimentale

conform celei mai apropiate solutii.

40 Datele tabelului atestd cresterea productivitatii de 1,2...1,25 ori, sporirea continutului de
ficobiliproteine de 1,84...2,1 ori si a continutului de carotenoizi de 1,14...1,52 ori in procedeul
propus in inventie fatd de procedeul din cea mai apropiata solutie.
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(57) Revendicare:

Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include inocularea si
cultivarea acesteia pe un mediu nutritiv, continand (in g/L de apd): NaHCO; — 16,8; K,HPO,3H,0
—1,0; NaNO; — 2,5; NaCl - 1,0; K,SO,4 — 1,0; CaCl,-6H,0 — 0,04; MgSO,7H,0 — 0,20; H3;BO; —
0,00286; MnCl,4H,0O — 0,00181; ZnSO,7H,O — 0,00022; CuSO45H,0 — 0,00008; MoO; —
0,000015 si unul din compusii coordinativi: azotat de hexa-p-glicinato(O,0")- ps-oxotriacvo-
trifier(IlNtrihidrat - [Fe;0(Gly)s(H,0);]NO;-3H,0, de hexa-p-treoninato(O,0")-p;-oxotriacvo-
trifier(Ill) -  [Fe;sO(Tre)s(HO);]NO;  sau  de  hexa-p-alaninato(O,0’)-p;.0xotriacvotri-
fier(IlDtetrahidrat - [Fe;O(Ala)s(H,0);]NO;-4H,0, care se adauga in mediu in a treia zi de cultivare
in cantitate de 5...10 mg/L, totodata cultivarea se efectueaza timp de 6 zile, la iluminarea de 3000 ...
4000 Ix si temperatura de 30 ... 35°C.
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