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(54) Tulpina de algd Haematococcus pluvialis Flotow — sursa de astaxantina

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la biotehnologie §i poate

fi utilizatd pentru obfinerea astaxantinei.
Tulpina de algd Haematococcus pluvialis

Flotow este depozitatd In Colectia Nationala de

Microorganisme Nepatogene a Institutului de

Microbiologie si Biotehnologie al Academiei

10

2
de Stiinte a Republicii Moldova cu numarul

CNMN-AV-07 si poate fi utilizatd in calitate
de sursd de astaxantind.

Rezultatul constd in sporirea productivitatii
algei si a cantititii de astaxantina.

Revendicari: 1



(54) Strain of Haematococcus pluvialis Flotow alga — source of astaxanthin

(57) Abstract:

The invention relatles to biotechnology and
can be used to produce astaxanthin.

The strain of Haematococcus pluvialis
Flotow alga is deposited with the National
Collection of Nonpathogenic Microorganisms
of the Instimte of Microbiology and
Biotechnology of the Academy of Sciences of

the Republic of Moldova under the number

5

10

2
CNMN-AV-07 and can be used as a source of

astaxanthin.
The result is to increase the productivity of
alga and the quantity of astaxanthin.

Claims: 1

(54) Itamm Bonopociau Haematococcus pluvialis Flotow — uctounuk

ACTAKCAHTHHA

(57) Pedepar:
1
H3o0pereHne OTHOCUTCS K OUOTEXHOIOTUI

U MOXeT OBbIThb MCTOIb30BaH AN MONydEeHUs
acTaKCaHTHHA.

[MIramm BOZOPOCTIH Haematococcus
pluvialis Flotow nenonnposan B Halmonains-
Holi Komnexkiun Henarorennsix Mukpo-
oprannsmos HMucruryra MukpoGuonoruu u
Buorexnonornu Axagemun Hayk Pecnybmixu

Monaosa nox Homepom CNMN-AV-07 u

10

2
MOXET OBITh UCIOJIB30BaH B Ka4eCTBE UCTOYU-

HHKa aCTaKCaHTUHA.

Pe?,yJ'H)TaT COCTOUT B IOBBIMICHUH IIPO-
JAYKTUBHOCTH BOAOPOCIM MU B YBCINYCHUU
KOJIMYCCTBA aCTaKCaAaHTHUHA.

IT. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la tulpinile de microalge producatoare 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 anti-
oxidanti, cunoscuti in prezent. Activitatea antioxidanta a acestei substante este net superioara,
comparativ cu cea a unor astfel de antioxidanti recunoscuti ca tocoferolul, acidul ascorbic, 3-
carotenul, licopina §.a.

Privitd din perspectiva contracararii stresului oxidativ, care conform conceptiei con-
temporane prezintd un mecanism patofiziologic de bazd, comun unui numér mare de maladii,
astaxantina este un compus valoros, care poate fi utilizat In tratamentul afectiunilor cardio-
vasculare, cancerului, tulburdrilor neurologice si imune, diabetului zaharat, ischemiei, bolilor
Alzheimer, Parkinson, etc., precum si pentru Incetinirea Imbétranirii organismului in
ansamblu.

La ctapa actuald, ca sursd de astaxantind sunt considerate un numdr restrans de micro-
organisme, dintre care drojdia Phaffia rhodozyma [1] i Agrobacterium aurantiacum [2].

Dezavantajele acestor tulpini sunt cantitatea micd de astaxantind si cheltuielile mari
pentru cultivare. Astfel Phaffia rhodozyma contine 30...800 mg de astaxantind la kg de
biomasa absolut uscatd (adica pana la 0,08%), iar Agrobacterium aurantiacum — 30...120 mg
de astaxantina la kg de biomasa absolut uscata (adica pand la 0,012%).

Este cunoscuta tulpina Haematococcus pluvialis Flotow CNMN-AV-05 [3].

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

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd In obtinerea unei tulpini noi de
Haematococcus pluvialis, care ar asigura o productivitate mai sporitd de biomasd cu un
continut suficient de astaxantina si minimum de cheltuieli pentru cultivare.

Esenta inventiei constd in aceea cd se propune tulpina de algd Haematococcus pluvialis
Flotow CNMN-AV-07 in calitate de surséd de astaxantina.

Productivitatea de biomasd 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 apropiatd solutie si contine 2,4%
astaxantind. Astfel, la cultivarea noii tulpini se obtin 3,0 g/l de biomasé cu un continut de
2,4% de astaxantind, ceea ce In valori absolute constituie 72 mg. in cazul celei mai apropiate
solutii acest indiciu constituie 44,9 mg.

Rezultatul constd In sporirea productivitatii algei gi a cantitdtii de astaxantind.

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

in cultura algologic purd tulpina se multiplicd intens pe mediul mineral lichid RD cu
urmétoarea componentd a macroelementelor (g/1): NaNO; — 0,3; KH,PO, — 0,02; K,HPO, —
0,08; NaCl - 0,02; CaCl, — 0,05; MgSO, - TH,O - 0,01; ZnSO,7H,O - 0,0001;
MnSO45H,0 - 0,0015; CuSO, - 5H,O — 0,00008; H;BO; — 0,0003; (NH,)¢M0O,4 - 4H,0 —
0,0003; FeCl; - 6H,0O — 0,0175; Co(NO3), - 6H,O — 0,0002; EDTA - 0,0075.

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

Caractere morfo-culturale ale tulpinii

Haematococcus pluvialis Flotow CNM-AV-07 este o algd verde monocelulard. Structura
celulard a Haematococcus pluvialis se aseamana cu cea a majoritatii algelor monocelulare din
ordinul Volvocales. In dependenti de etapa de dezvoltare, forma si dimensiunile celulelor
variaza.

in conditii optimale de crestere celulele vegetative verzi au forma sfericd spre elipsoidala
cu diametrul intre 8...20 pm Inconjurate de o membrana neteda, Indepértatd de protoplast,
fiind acoperite de o matrice extracelulard gelatinoasd de o grosime variabild. Din partea
posterioard a protoplastului pleacd 2 flageli izocon{i de lungime egald cu cea a corpului
celular. Cromatoforul parietal In forma de pard sau cupd, foarte fin reticulat, este strabatut de
protoplasma hialind. Nucleul este mare, dispus central, cu un singur nucleol si nu este atagat
de flageli. Pe parcursul dezvoltarii alga trece ugor in forma palmeloidd, celulele mobile 1si
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
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se transforma In cisti rogii — aplanospori. La aceastd etapd celulele acumuleaza o cantitate
masiva de astaxantind In picaturi de lipide din citoplasmi. Cand 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 céruia 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 sensibild la variatia conditiilor de cultivare.

in conditii favorabile de existenti se caracterizeazi printr-o productivitate de 3 g/l
biomasa absolut uscatd. 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
acumulatd In mediul lichid si agarizat RD. La cultivarea in masé poate fi infectatd cu alge si
cianobacterii. Contaminarea poate fi evitatd prin respectarea conditiilor aseptice.

Exemplu de realizare a inventiei

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

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. Maher T. Astaxanthin: A versatile carotenoid antioxidant. International journal of
integrative medicine, 2000, vol.2, nr.4, p.14-17
2. Yokoyama A., Miki W. Composition and presumed biosynthetic pathway of
carotenoids in the astaxanthin-producing bacterium Agrobacterium aurantiacum.
FEMS Letters, 1995, vol. 128, p.139-144
3. MD 1352 G2 2000.10.31

(57) Revendiciri:

Tulpind de algd Haematococcus pluvialis Flotow CNMN-AV-07 in calitate de sursa de
astaxantina.

Sef sectie: COLESNIC Inesa
Examinator: GORDIENCO Maria

Redactor: LOZOVANU Maria



a 2010 0141 736 /FC/05.0/A/2/1/

AGENTTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA

RAPORT DE DOCUMENTARE

I. Datele de identificare a cererii

(21) Nr. depozit: a 20100141 (32) Data de prioritate recunoscuta:
(22) Data depozit: 2010.12.22 Raport de documentare internationald: [] da
(54) Titlul: Tulpini de algi Haematococcus pluvialis Flotow -sursi de astaxantini

(71) Solicitant: RUDIC Valeriu, MD
(51) (Int.CIl): Int. CL.: CI12N 1/12 (2006.01)

CI12P 23/00 (2006.01)
CI2R 1/89 (2006.01)
II. Conditii de unitate a inventiei: x satisface [ nu satisface
Note:
IIL.Revendicéri: claritatea, sustinerea de descriere
Note: x satisface [ nu satisface

IV. Colectii si Baze de date de brevete cercetate (denumirea, termeni caracteristici, ecuatii de
cautare)

MD (Documentare Inventii (inclusiv cereri nepublicate)) - Tulpina de microalga verde
Haematococcus pluvialis Flotow; astaxantind.

"Worldwide" (Espacenet) — Strain of Haematococcus pluvialis Flotow green mycroalga;astaxanthin

EA, CIS (Eapatis) — mramMm 3eieHOH MuKpoBofopochun Haematococcus pluvialis Flotow;
aCTaKCaHTHH

SU (nonpublic) — mramMm 3eneHo MuKpoBojopocitn Haematococcus pluvialis  Flotow;
aCTaKCaHTHH

Alte BD —

V. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate

Boussiba S. and Vonshak A. Astaxanthin accumulation in the green alga Haematococcus pluvialis. Plant Cell
Physiol., 1991, v. 32, p. 1077-1082.

VI. Documente considerate a fi relevante

Categoria* | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este Numérul revendicarii
cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate
A Boussiba S. and Vonshak A. Astaxanthin accumulation in | 1

the green alga Haematococcus pluvialis. Plant Cell
Physiol., 1991, v. 32, p. 1077-1082.

MD 1352 G2 2000.10.31

Mabher T. Astaxanthin: A versatile carotenoid antioxidant. 1
International journal of integrative

AD

medicine,2000,vol.2,nr.4, p.14-17

Yokoyama A., Miki W. Composition and presumed
AD biosynthetic pathway of carotenoids in the astaxanthin- | |

ACD

1



a 2010 0141 736 /FC/05.0/A/2/1/

producing bacterium Agrobacterium aurantiacum. FEMS
Letters, 1995, vol.128, p.139-144

MD 132 Z 2010.01.31 1
MD 146 Z 2010.02.28 1

> >

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior general T — document publicat dupd data depozitului sau a
prioritatii invocate, care nu apartine stadiului pertinent al
tehnicii, dar care este citat pentru a pune in evidenta
principiul sau teoria pe care se bazeaza inventia

X — document de relevantd deosebitd: inventia E - document anterior dar publicat la data depozit national
revendicatd nu poate fu consideratd noud sau implicand | reglementar sau dupd aceasta datd

activitate inventivd cand documentul este luat in
consideratie de unul singur

Y — document de relevantd deosebita: inventia D — document mentionat In descrierea cererii de brevet
revendicata nu poate fu consideratd ca implicand
activitate inventivd cdand documentul este asociat cu
unul sau mai multe documente de aceiasi categorie

O - document referitor la o divulgare orala, un act de C — document considerat ca cea mai apropiatd solutie
folosire, la o expozitie sau la orice alte mijloace de
divulgare

& — document, care face parte din aceeasi familie de brevete

P - document publicat inainte de data de depozit, dar L. — document citat cu alte scopuri
dupa data prioritatii invocate

Data finalizarii documentarii, 2011.01.10

Examinator GORDIENCO Maria




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - SEARCH_REPORT
	Page 6 - SEARCH_REPORT

