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(54) Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un  procedeu de cultivare a
cianobacteriei Spirulina platensis si poate fi
aplicatd in scopul obtinerii de materie prima
pentru elaborarea si fabricarea remediilor cu
actiune antimaligna si imunomodulatoare.

Conform inventiei, procedeul de
cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis
include cultivarea cianobacteriei pe mediul
nutritiv. ce contine, in g/L: NaNOs-2,5,
NaHCO:s-8,0, NaCI-1,0, K,SO4-1,0, Na,HPO4-
0,2,  MgS047H,0-0,2,  H3B03-0,00286,
MnCl>-4H,0-0,00181, CuSO4-5H,0-0,00008;

2

Mo003-0,000015, FeEDTA 1,0 ml/L si apa
distilata restul, la temperatura de 30-32°C, pH
8,0-10,0 si iluminarea de 37-55 uM fotoni/m?s
in regim continuu, timp de 6 zile, totodatd in a
cincea zi de cultivare in mediul nutritiv se
adaugad nanoparticule de Ag in 1invelis de
polietilenglicol cu dimensiunea de pand la 5
nm 1n concentratia de 0,10-0,12 pM/L.

Rezultatul inventiei consta in reducerea
continutului dialdehidei malonice in biomasa
de spirulina.

Revendicari: 1



(54) Process for cultivating Spirulina platensis cyanobacterium

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
namely to a process for cultivating Spirulina
platensis cyanobacterium and can be used for
producing raw materials for the development
and manufacture of drugs with anticancer and
immunomodulatory action.

According to the invention, the process
for cultivating Spirulina platensis
cyanobacterium  comprises cultivation of
cyanobacterium on a nutrient medium,
containing, g/L: NaNOs3-2,5; NaHCOs-8.0;
NaCI-1.0; K»S0s-1.0; NaoHPO4-0.2; MgS04
-7H20—0.2, H3BO3—0.00286; MnC12-4H20-
0.00181;  CuSO45H,0-0.00008;  MoOs3-0.

2

000015, FeEDTA 1.0 ml/L and distilled water
the rest, at a temperature of 30-32°C, pH 8.0-
10.0 and illumination of 37-55 uM
photons/m?/s in continuous regime, for 6 days,
at the same time silver nanoparticles in a
polyethylene glycol shell of a size of up to 5
nm, in a concentration of 0.10-0.12 uM/L are
added into the nutrient medium on the fifth day
of cultivation.

The technical result consists in reducing
the content of malondialdehyde in the spirulina
biomass.

Claims: 1

(54) Cnocod kyapTHBHpOBaHHMs nHaHoOdakTepun Spirulina platensis

(57) Pedepar:
1

W3o0perenue OTHOCHUTCS K
OMOTEXHOJOTHH, a HWMEHHO K CIOoco0y
KyJIbTUBUPOBaHUS IMaHOOakTepuu Spirulina
platensis 1 MOXeT OBITh MPUMEHEHO C LEINBI0
MOJy4eHHsT  ChIpbsl  JUIi  pa3pabOTKH U
MPOU3BOJICTBA CPEACTB C MPOTUBOPAKOBBIM H
UMMYHOMOIYJTUPYIOIIUM ACHCTBHEM.

CormacHo U300peTEHHIO, croco6
KyJbTHBUPOBAHMS LUaHOOaKTepuu Spirulina
platensis BKJTIOYACT KyJIbTHBUPOBaHHUE
OUaHOOAKTepHUH HA MUTATENBHOH  cpene,
comepxamie#t, r/m: NaNOs-2,5, NaHCO:;-8,0,
NaCl-1,0, K»S0s-1,0, Na,HPO4-0,2,
MgS04-7H,0-0,2, H3B0;-0,00286,
MnCl»-4H,0-0,00181, CuSO4-5H,0-0,00008;

2

Mo003-0,000015, FeEDTA 1,0 mi/n u Bomy
JUCTUILTUPOBAHHYIO OCTalIbHOE, npu
temneparype 30-32°C, pH 8,0-10,0, mpu
MOCTOSIHHOM ~ ocBemiennn B 37-55 uM
(portoHoB/M>cek, B TeueHHe 6 JHEH, NPy 5TOM
HA TATBIA  JICHb  KYJBTUBUPOBaHHS B
MMUTATEIBHYIO CPeny JOOaBIIOT HAHOYACTHUIIHI
cepebpa B TOJNMAITHICHIIIMKOIIEBOW 000I0UKE
pasmepom 10 5 HM, B koHIeHTpauuu 0,10-0,12
pM/m.

TeXHUYECKUI pe3ynbTaT 3aKIIF0YaeTCs
B CHW)KCHHH  COJCPKAHUS  MAaJOHOBOTO
JUabaeruaa B 6HoMacce CIUPYJIHHBL,

I1. hbopmyisr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de cultivare a cianobacteriei
Spirulina platensis si poate fi aplicata in scopul obtinerii de materie primad pentru elaborarea si
fabricarea remediilor cu actiune antimaligna si imunomodulatoare.

Bionanotehnologia, fiind rezultatul sinergiei dintre biologie si nanotehnologie, are cea mai
bogatd arie de studii interdisciplinare cu aplicatii in diferite domenii. Nanotehnologiile, care au
fost remarcate prin rezultate in biosinteza nanoparticulelor, studiul toxicitatii si aplicarii lor in
calitate de stimulatori s-au pozitionat stabil in domeniul biologieci. A fost demonstrat efectul
pozitiv al nanoparticulelor asupra cresterii si metabolismului celular. Tipul, dimensiunea si
invelisul nanoparticulelor determina actiunea lor asupra proceselor metabolice celulare.

In acelasi timp, exista probabilitatea ca utilizarea nanoparticulelor in calitate de stimulatori
ai activitatii biosintetice a microalgelor si cianobacteriilor, precum si in scopul biofunctionalizarii
lor, si afecteze valoarea materiei prime si s prejudece calitatea produsului obtinut. In aceste
conditii, la elaborarea nanoprocedeelor de cultivare a cianobacteriilor, in special a spirulinei, este
necesar de a atrage o atentie deosebita sigurantei produselor obtinute.

Este cunoscut procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis pe mediul mineral
nutritiv ce contine, in g/L: NaNO3-2,5, NaHCOs-8,0, NaCl-1,0, K,S0:-1,0, NaHPO4-0,2,
MgS04-7H20-0,2 si microelemente in mg/l: HsBO3-2,86, MnCl»-4H,0-1,81, CuSO4-5H,0-0,08,
Mo003-0,015 si 1,0 ml/L FeEDTA. Spirulina a fost cultivata in baloane Erlenmeyer de 500 ml cu
un volum de culturd de 250 ml timp de sase zile, in conditii optime pentru cresterea spirulinei:
temperatura de 30+£2°C, pH 8-10 si iluminarea de 37-55 pM fotoni/m?s. Suplimentar, la mediul
nutritiv se adaugd nanoparticule de Ag de 12 nm cu invelis din polietilenglicol (PEG) in
concentratia de 0,025-0,5 uM/L. Adaugarea nanoparticulelor se realizeaza in prima zi a ciclului de
cultivare [1].

Neajunsul acestui procedeu constd in acumularea in exces a produselor degradarii oxidative
a lipidelor, confirmata prin valori crescute ale dialdehidei malonice in biomasa.

Problema pe care o rezolvda inventia constd in elaborarea unui procedeu eficient si
reproductibil de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis in prezenta nanoparticulelor de
Ag(PEGQG), prin care se evita acumularea in exces a produselor degradarii oxidative a lipidelor.

Conform inventiei, procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis include
cultivarea cianobacteriei pe mediul nutritiv ce contine, in g/L: NaNO3-2,5, NaHCOs-8,0, NaCl-
1,0, KySO04-1,0, NaHPO:-0,2, MgS047H20-0,2, H3BO03-0,00286, MnCl,-4H,0-0,00181,
CuS04-5H,0-0,00008; M003-0,000015, FeEDTA 1,0 ml/L si apa distilata restul, la temperatura
de 30-32°C, pH 8,0-10,0 si iluminarea de 37-55 pM fotoni/m?s in regim continuu, timp de 6 zile,
totodatad 1n a cincea zi de cultivare in mediul nutritiv se adauga nanoparticule de Ag in invelis de
polietilenglicol cu dimensiunea de pana la 5 nm in concentratia de 0,10-0,12 uM/L.

Rezultatul inventiei constd in reducerea continutului dialdehidei malonice in biomasa, care
nu depaseste substantial valorile de control (fata de cresterea cu 26,2% a dialdehidei malonice in
varianta celei mai apropiate solutii).

Astfel, procedeul propus se include in noua directie de utilizare a nanoparticulelor in
domeniul biotehnologiei in scopul obtinerii unui produs calitativ si inofensiv.

Rezultatul obtinut este conditionat de faptul ca adaugarea nanoparticulelor se produce la
sfarsitului fazei de crestere exponentiald, ceea ce asigura reducerea timpului de contact al celulelor
de spirulind cu nanoparticule.

Contactul nanoparticulelor cu celula spirulinei §i acumularea lor cu fixarea in structurile
celulare a modificat activitatea proceselor biosintetice. Totodatd, varsta culturii si reducerea
timpului de contact cu nanoparticule au atenuat procesul de formare a radicalilor i acumularea in
exces a produselor degradarii oxidative a lipidelor in biomasa spirulinei.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componenta, in g/L: NaNOs3-2,5; NaHCOs-8,0;
NaCl-1,0; K;S04-1,0; NaHPO4-0,2; MgS04-7H20-0,2 si microelemente, in mg/L: H3BOs-2,86;
MnCl,-4H,0-1,81; CuS04-5H,0-0,08; M003-0,015 si FEEDTA 1,0 ml/L si apa distilata restul.
Cultura start este suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,3 g/L. Cultivarea se efectueaza
in baloane Erlenmeyer cu volumul de 500 ml si volumul de lucru de 250 ml la temperatura de
30°C, pH 8,0-10,0 si iluminarea de 37-55 uM fotoni/m?s in regim continuu.
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La ziua a 5-a a ciclului de cultivare, la cultura de spirulind se adauga 0,12 uM/L de
nanoparticule de Ag(PEG) cu dimensiunea de pand la 5 nm. Se mentin conditiile initiale de
cultivare. La sfarsitul ciclului de cultivare se colecteaza biomasa de spirulind si se determina
componenta biochimicd. A fost obtinut 1,23 g/l de biomasa, care contine 6,11% de lipide.
Continutul dialdehidei malonice determinat in biomasd este de 3,86%, ceea ce este la nivelul
probei martor (spirulina cultivata in lipsa nanoparticulelor).

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componentd, in g/L: NaNOz-2,5; NaHCOs-8,0;
NaCl-1,0; K>S04-1,0; NaaHPO4-0,2; MgS04-7H20-0,2 si microelemente, in mg/L: HzBOs-2,86;
MnCl,-4H,0-1,81; CuS0.-5H,0-0,08; M003-0,015 si FeEDTA 1,0 ml/L si apa distilata restul.
Cultura start este suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,3 g/L. Cultivarea se efectueaza
in baloane Erlenmeyer cu volumul de 500 ml si volumul de lucru de 250 ml la temperatura de
30°C, pH 8,0-10,0 si iluminarea de 37-55 pM fotoni/m?s in regim continuu.

La ziua a 5-a la cultura de spirulina se adauga 0,10 uM/L nanoparticule de Ag(PEG) cu
dimensiunea de pana la 5 nm. Se mentin conditiile de cultivare. La sfarsitul ciclului de cultivare se
colecteaza biomasa de spirulind si se determind componenta biochimica. A fost obtinut 1,22 g/L de
biomasa, care contine 6,02% de lipide. Continutul dialdehidei malonice (DAM) determinat in
biomasa este de 3,78%, ceea ce este la nivelul probei martor.

Tabel
Efectul cultivarii in prezenta AgNP(PEG) asupra
compozitiei biomasei de Spirulina platensis
. . Continutul
T!mp”[ .. | Continutul de Cont_ln_utul de de DAM
Procedeul Compusul administrarii biomasa, g/L I'.p'de' acumulat, %
o AgNP(PEG), AgNP o % biomasi, . g
utilizat . (spor % fata - biomasa,
pM/L (ziva de (spor % fata de 9
: de martor) (spor % fata de
cultivare) martor)
martor)
Conform
celei  mai . 6,2 4,83
apropiate 0.1 Lz 1,25 (31.6) (28,6) (26,2)
solutii
1,23+0,004 3,86 £0,1%
. ’ ’ 6,11+0,06% 5 ’
Confprm 0,12 a5-azi (29,0-30,0) (25,5-28,0%) O]
solutiei
revendicate 0.10 2 5-a 7i 1,2240,01 6,02+0,08% 3,78+0,13
' (27,4-29,5) (23,0-26,5%) ()
Martor o 3,83+0,04
(Control) - - 0,95 £0,02 4,82+0,04%

Astfel, conform datelor prezentate in tabel, prin aplicarea procedeului propus se obtine o

reducere semnificativa a valorilor dialdehidei malonice, care sunt la nivelul probei martor
(Spirulina cultivata in lipsa nanoparticulelor) si cu 26% mai mici fatd de solutia proxima. Efectul
de stimulare a activitatii biosintetice al AgNP(PEG) se pastreaza.
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(57) Revendiciari:

Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include cultivarea
cianobacteriei pe mediul nutritiv ce contine, in g/L: NaNO3-2,5, NaHCO3-8,0, NaCl-1,0, K,SO4-
1,0, Nap;HPO4-0,2, MgSO4-7H,0-0,2, H3BO03-0,00286, MnCl;-4H,0-0,00181, CuSO4-5H,0-
0,00008, M003-0,000015, FeEDTA 1,0 ml/L si apa distilata restul, la temperatura de 30-32°C,
pH 8,0-10,0 si iluminarea de 37-55 uM fotoni/m?s in regim continuu, timp de 6 zile, totodati in a
cincea zi de cultivare in mediul nutritiv se adauga nanoparticule de Ag in invelis de polietilenglicol
cu dimensiunea de pana la 5 nm in concentratie de 0,10-0,12 uM/L.
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