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Inventia se referd la biotehnologie si poate fi
utilizatd in industria microbiologicd pentru obti-
nerea astaxantinului.

Esenta inventiei constd in aceea cd a fost
obtinuta o tulpind noud Haematococcus pluvialis
Flotow, care poate fi utilizati ca sursd de
astaxantin. Tulpina se pastreazd in Colectia

2
Nationald de Microorganisme a Institutului de
Microbiologie al Academiei de Stiinte a Republicii
Moldova sub numarul CNM-AV-05.
Rezultatul inventiei constd in sporirea continu-
tului de astaxantin in biomasa algelor.
Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se referd la tulpinile de microorganisme producitoare de substante bioactive, in special
la tulpina algei verzi Haematococcus pluvialis Flotow, care poate fi intrebuintatd in biotehnologie
pentru obtinerea astaxantinului.

Astaxantinul se utilizeazd ca supliment nutritiv in pisciculturd la cresterea pastravilor,
somonilor si crevetelor, ca colorant natural in industria alimentard si ca remediu bioactiv in
industria farmaceuticd si cosmeticd, datoritd proprietitilor sale antioxidante, anticancerigene si
imunostimulatoare.

La etapa actuald, astaxantinul se obtine din drojdia Phaffia rhodozyma in cantititi foarte mici
constituind 0,02...0,03% din biomasa absolut uscati [1, 2, 3].

Dezavantajele acestei tulpini sunt cantitatea micd de astaxantin si cheltuielile mari pentru
cultivare.

Este cunoscuta tulpina Haematococcus pluvialis cultivatd de S. Boussiba si
A. Vonshak, care contine astaxantin pand la 1,9% [4].

Dezavantajul acestei tulpini este, de asemenea, continutul mic de astaxantin.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in obtinerea unei tulpini noi de
Haematococcus pluvialis, care ar asigura o productivitate mai sporitd de astaxantin si ar necesita
minimum de cheltuieli pentru cultivare.

Problema se solutioneaza prin faptul ci se propune o tulpind noud de Haematococcus pluvialis
Flotow, depozitatd in Colectia Nationald de microorganisme a Republicii Moldova (Institutul de
Microbiologie al Academiei de Stiinte a Republicii Moldova) sub numarul CNM-AV-05 utilizata ca
sursd de astaxantin.

Rezultatul inventiei constd in sporirea continutului de astaxantin in biomasa algelor.

Rezultatul obtinut se datoreste particularitatilor biochimice ale tulpinii, in special proceselor
anabolice si catabolice, care decurg in acest organism.

Tulpina propusa a fost colectatd dintr-un bazin acvatic creat artificial in zona orasului Chisinau.

fn culturs algologic purd tulpina se multiplici intens pe mediul cunoscut mineral lichid Bristol
cu urmdtoarea componentd a macroelementelor (g/1): NaNO; - 0,25; KH,POy4 - 0,25; MgSO4 - 7TH,O
- 0,15; CaCl, - 0,05, NaCl - 0,05, si microelementelor (mg/1): ZnSOy4 - 7TH,0 - 0,22; MnSO; - 5HyO -
1,81; CuSO4 - 5H,O - 0,079; HsBOs - 1,082; (NH4)¢Moys - 4H,O - 1,0; FeSO4 - 7H,0 - 9,3;
Co(NO3), - H,O - 0,02; EDTA - 10,0.

fn conditii de inducere a sintezei astaxantinului pentru tulpina respectivi, se obtin 3,4% de acest
pigment.

Caracterele morfo - culturale ale tulpinii:

Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05 este o algd verde monocelulard. Forma si
dimensiunile celulelor variaza in functie de stadiul de dezvoltare.

Celulele tinere fuziforme ating dimensiunile de 28,35 - 40,50 x 20,25 - 28,35 pum. Sunt
inconjurate de o membrand netedd, indepartatd de protoplast. Stratul intermediar dintre protoplasma
si membrana celulard (3+0,2 um) este de consistentd gelatinoasd. Protoplastul este piriform, cu o
prelungire hialind in partea anterioara de unde pleaca 2 flageli izoconti, egali cu lungimea corpului
celular. Protoplasma trimite radial prelungiri, care strabat stratul intermediar si ajung pand la
membrand. Cromatoforul parietal in formd de cupd, foarte fin reticulat, este strabatut de
protoplasma hialind. Nucleul este mare si central, iar stigma baciliformd. Vacuolele contractile sunt
numeroase.

Pe parcursul dezvoltarii, alga trece usor in stadiul palmeloid, celulele devenind inconjurate de
un strat micozitar gros (5,8+0,1 pm). Ramificatiile membranei celulare, care strabat stratul
micozitar, sunt foarte subtiri (0,1740,02 pum).

In stadiul de crestere stationar tarziu, celulele vegetative se transformd in ciste (numite si
sporangi) de culoare rosie, ce au diametrul in limitele 4,05...89,1 um.

La transferarea cistelor pe mediul nutritiv proaspit, acestea germineazi, producand 8...16
zoospori cu dimensiunile de 8,1...10,1 x 6,1...7,3 um. in anumite cazuri sporangii produc gameti de
sex diferit. Gametangii feminini formeaza 2...4 oosfere de forma rotunda (20,25+0,05 pm), iar cei
masculini produc multi (32...64) gameti elipsoidali foarte mici (sub 2,8 pm). La fuzionarea
gametilor se formeazi zigoti cu peretii celulari stratificati. Germinarea zigotilor este similard cu cea
a cistelor, in urma ei eliberandu-se 16...32 zoospori biflagelati.

Zoosporii, celulele mobile si imobile tinere, gametii masculini §i feminini au culoare verde, iar
celulele mature devin treptat rosii.
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In mediul nutritiv lichid celulele tinere formeazi pelicule fine, usor disociabile la frontiera aer -
lichid. La imbatranirea culturii, celulele verzi aflagelate si cistele rosii se depun la fundul vasului.

Pe mediul nutritiv agarizat se formeaza colonii verzi de forma rotunda, cu diametrul de 1,5...2,0
um, cu marginea iregulatd, suprafata rugoasd si profilul coloniei convex. Pozitia coloniilor este
deasupra mediului. Pe parcursul imbdtranirii, coloniile capétd culoare rosie - bruna.

Caractere fiziologo - biochimice:

Tulpina microalgei verzi Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05 creste bine pe mediul
Bristol, componenta céruia a fost mentionatd mai sus.

Temperatura optimd este de 27+1°C, pH 6,8...7,0. Intensitatea optimd a luminii este de
2500...3500 Ix.

Tulpina este sensibild la variatia conditiilor de cultivare.

in conditii favorabile de existentd, se caracterizeazi printr-o productivitate de 1,320 g/l biomasi
absolut uscatid. Biomasa absolut uscatd de Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-05 are
urmatoarea compozitie (in %): proteind - 26,8; astaxantin - 0,74; clorofile sumare - 1,1.

Conditiile nefavorabile de cultivare, adicd intensitatea ce depaseste 3500 1x, temperatura mai
mare de 29°C, concentratii sporite de clorurd de sodiu (mai mari de 0,1 g/1), concentratii foarte mici
de saruri de fosfor si azot etc. conditioneazi inducerea sintezei astaxantinului in celule pand la
3,4%.

Gradul de puritate a tulpinii:

Tulpina a fost capatata prin metoda “picéturii suspendate” in culturd algologic purd si acumulata
in mediul lichid si agarizat Bristol. La cultivarea in masé poate fi infectata cu alge si cianobacterii.
Contaminarea poate fi evitata prin respectarea conditiilor aseptice.

Exemplu

in vasele de culturd cu volumul de 1 1 cu mediu mineral lichid cu urmitoarea components a
microelementelor (g/1): NaNOs - 0,25; KH,;PO;4 - 0,25; MgSO;4 - 7TH0 - 0,15; CaCl, - 0,05; NaCl -
0,05, si microelementelor (mg/l): ZnSO4 - TH20 - 0,22; MnSOy4 - 5SH2O - 1,81; CuSOy4 - 5HO -
0,079; HsBOs - 1,082; (NHs)sMoag - 4H0 - 1,0; FeSO4 - 7TH20 - 9,3; Co(NO3)2 - H2O - 0,02; EDTA
- 10,0; pH 6,8...7,0, pregatit pe apa distilatd, se introduce inoculum de 0,3 g/1 in recalcul la biomasa
absolut uscatad. Cultivarea se realizeazd la intensitatea luminii de 3000 Ix, la temperatura de
27+1°C. In a 10-a zi de cultivare, se adaugd in mediul nutritiv NaCl in concentratie de 0,8 g/l si se
dubleazi intensitatea luminii. In ziua a 14-a productivitatea atinge 1,320 g/l biomas3 absolut uscat3,
ce contine (%): proteind - 22,2; clorofile sumare - 0,1; B - caroten - 0,1; astaxantin - 3,4.

(57) Revendicare:
Tulpind a algei verzi Haematococcus pluvialis Flotow, CNM-AV-05, utilizatd ca sursa de
astaxantin.
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