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M3obpeTeHne oTHocuTcs K OuoTexHomormu, B
YacTHOCTU K cnocoby KyNbTUBUPOBAHMS
unaHobakTepun Spirulina platensis.

Cnocob KyNbTUBMPOBaHUS
unaHobakTepun Spirulina platensis BknoYaeT noces
CNUPYNUHLI Ha nuTaTenbHylo cpedy, coaepXallyio
cnegywolwne KomnoHeHTbl, r/n: NaHCO; - 16,80,
KoHPO4O3H,0 - 0,50, NaNO3 - 2,50, NaCl - 1,00,
K,SO, - 0,50, CaCl,(06H,0O - 0,04, MgSO,07H,0 -
0,20, H3BO3; - 0,00286, MnCl,04H,O - 0,00181,
CuS0,405H,0 - 0,00008, MoO5 - 0,000015, FeSO, -
0,01, EDTA - 0,08 n Bogy; KyrnbTUBMpPOBaHME ee Mpu

ocBelleHun 15..24 Tbic. apr/cM? u TemnepaType

35+1°C, pobaBneHve B nNuUTaTeNnbHyw cpeny Ha
TpeTUA  OeHb  KYyNbTUBMPOBaHWS  OQHO U3
KOOPANHALNOHHbIX

coefuHeHui: [Zn(CH3CO0),04H,0], [Zn(CH,CICOO)
2D4H20], [Zn(CH,BrC00),04H50], [Zn(CHBr,CO0),
04H,0], [Zn(CCI3C0O0),104H,0], [Zn(CBryCO0),04H
2O], nocrne 4ero KynbTMBUPOBAHWE OCYLLECTBNAOT
ele Tpu aHs.

PesynbTaT u3006peTeHus 3aknoYaeTcs B
YBEMUYEHUN MNPOAYKTUBHOCTA  CNUPYIMHBI W B
NOBbILEHNN copepXXaHns aMWHOKUCIIOT U NenTMOoB B
6uomacce.
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(57) Abstract:

The invention refers to biotechnology, in
particular to a process for cultivation of
cyanobacterium Spirulina platensis.

The process for cultivation of
cyanobacterium Spirulina plafensis includes seeding
of spirulina on a nutrient medium, containing the
following components, g/L: NaHCO3; — 16,80, KoHPO,4
— 0,50, NaNO3; — 2,50, NaCl - 1,00, K,SO, — 0,50,
CaCl,0O8H,O — 0,04, MgSO,407H,O — 0,20, H3BO3
— 0,00286, MnCl,004H,O — 0,00181, CuSO405H,0 —
0,00008, MoO3; — 0,000015, FeSO, — 0,01, EDTA —
0,08 and water; cultivation thereof at the
illumination of 15...24 thousand erg/cm? and the

temperature of 35+1°C, addition on the third day
of cultivation in the nutrient medium of one of
the coordinative

compounds: [Zn(CH3C0O0),104H,0], [Zn(CH,CICOO),
04H,0], [Zn(CH,BrC0O0),04H,0], [Zn(CHBr,COO0),
04H,0], [Zn(CCI3C0O0),104H,0], [Zn(CBryCO0),04H

20], afterwards the cultivation is carried out

three days more.

The result of the invention consists in
increasing the spirulina  productivity and in
enhancing the peptide and amino acid content in
the biomass.
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(54) Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(57) Inventia se refera la biotehnologie, in particular
la un procedeu de cultivare a
cianobacteriei Spirulina platensis.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina
platensis include insamantarea spirulinei pe un
mediu nutritiv, ce contine urmatoarele componente,
g/L: NaHCO; - 16,80, K,HPO,003H,O - 0,50,
NaNO; - 2,50, NaCl - 1,00, K,SO, - 0,50,
CaCl,O06H,0O - 0,04, MgSO,07H,0O - 0,20, H3BO; -
0,00286, MnCl,04H,O - 0,00181, CuSO405H,0 -
0,00008, MoO; - 0,000015, FeSO, - 0,01, EDTA -
0,08 si apa; cultivarea ei la iluminare de

15..24 mii erg/cm? si temperatura de 35+1°C,
adjugarea la a treia zi de cultivare in mediul
nutritiv a unuia din compusii
coordinativi: [Zn(CH3C0O0),04H50], [Zn(CH,CICOO),
04H,0], [Zn(CH,BrC00),04H,0], [Zn(CHBr,COO0),
04H,0], [Zn(CCI3CO0),104H,0], [Zn(CBryCO0),04H
2O], dupa ce cultivarea se efectueaza inca trei zile.

Rezultatul  inventiei consta in  cregterea
productivitatii spirulinei gi in sporirea continutului de
peptide gi aminoacizi in biomasa.
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Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis.

Este cunoscut procedeul de cultivare a spirulinei pe mediul nutritiv Zarrouk cu urmgtoarea componentd: NaHCO3 —
16,0, KbHPO4O3H,0 — 0,5, KNO3 — 3,75, NaCl — 1,0, K,SO,4 - 5,0, CaCl,006H,O — 0,04, MgSO,407H,0 — 0,70, H3BO3
— 0,00286, MnCl,004H,O — 0,00181, ZnSO407H,O — 0,00022, CuSO,405H,0 — 0,00008, MoO3 — 0,000015, FeSO, —
0,024, EDTA — 0,24 in decurs de 10...12 zile [1]. Dezavantajul acestui procedeu este perioada indelungata de
cultivare gi pretul ridicat al mediului nutritiv utilizat.

Mai este cunoscut procedeul de cultivare a spirulinei pe mediul nutritiv modificat. Acest procedeu
include prepararea mediului de cultivare cu urmatoarea compozitie, g/L: NaHCO3 — 16,8, K;HPO403H,0 —0,5, NaNO3
- 2,5, NaCl - 1,0, K,SO, 0,5, CaCl,006H,O — 0,04, MgSO,007H,O — 0,20, H3BO3; — 0,00286, MnCl,04H,O —
0,00181, ZnSO,407H,O — 0,00022, CuSO405H,O — 0,00008, MoO3; — 0,000015, FeSO4 — 0,001, EDTA - 0,08,
inocularea spirulinei (0,04 g/L), cultivarea ei la iluminarea de 15...24 mii erg/cm? si temperatura de 35+£1°C [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea ca mediul utilizat si conditile de cultivare nu asigurd o
productivitate inaltg (1,4...1,5 g/L) si nu permite obtinerea unei biomase cu un continut mai sporit de aminoacizi
(2,5...3,2%) si peptide (3,5...5,5%).

Problema pe care o rezolva inventia propusad consta in elaborarea unui procedeu de cultivare a spirulinei care
asigura sporirea productivitatii ei, precum gi a continutului de aminoacizi gi peptide.

Procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis include insamantarea spirulinei pe un mediu
nutritiv, ce contine urmatoarele componente, g/L: NaHCO; - 16,80, K,HPO403H,0 - 0,50, NaNOj3 - 2,50, NaCl -
1,00, K»,S0O4 - 0,50, CaCl,006H,O - 0,04, MgSO407H,O - 0,20, H3BO3 - 0,00286, MnCl,04H,O - 0,00181,
CuS0O405H,0 - 0,00008, MoO3 - 0,000015, FeSO, - 0,01, EDTA - 0,08 si apa; cultivarea ei la iluminare de
15...24 mii erg/cm? si temperatura de 35+1°C, adaugarea la a treia zi de cultivare in mediul nutritiv a unuia din
compusii
coordinativi: [Zn(CH3C0O0),04H,0], [Zn(CH,CICOO0),04H50], [Zn(CH,BrC0O0),04H,0], [Zn(CHBr,CO0),04H,0], [
Zn(CClI3C00),04H50], [Zn(CBrsCO0),04H,0], dupa ce cultivarea se efectueaza inca trei zile.

Rezultatul inventiei consta in cregterea productivitatii spirulinei i in sporirea continutului de peptide gi aminoacizi in
biomasa.

Rezultatul obtinut se datoreaza disocierii compusilor coordinativi utilizati gi formarii ionilor de Zn2+, care influenteaza
activitatea enzimelor zinccomponente, unele dintre care efectueaza procesul de hidroliza a proteinelor, iar
ligandul reprezentat prin unul din derivatii halogenoacetati, care sunt inclugi in unele céi metabolice aparte, conduce
la sporirea continutului de aminoacizi gi peptide. Majorarea productivitétii poate fi explicatd gi prin participarea
acetatului sau halogenoacetatului din compusul coordinativ la sinteza acetil CoA, care si intensifica procesul de
fotosinteza si alte procese care se desfagoara in celulele spirulinei.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepara mediul nutritiv cu urméatoarea componenta (g/L): NaHCOz — 16,8, KoHPO4003H,0 — 0,5, NaNO3 — 2,5,
NaCl — 1,0, K,SO4 — 1,0, CaCl,06H,O — 0,04, MgSO,407H,O — 0,20, H3BO3 — 0,00286, MnCIl,04H,O — 0,00181,
CuS0405H,0 - 0,00008, MoO3 — 0,000015, FeSO,4 — 0,001, EDTA — 0,08.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensisin cantitate de 0,40...0,45 g/L.

Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 250 ml in 100 ml suspensie la temperatura de 35+1°C si
iluminarea de 15...24 mii erg/cmz, S.

in a treia zi de cultivare se adauga [Zn(CH3COO),04H,0] — 0,010 g@/L, cultivarea continug inca 3 zile cu
respectarea parametrilor descrigi mai sus, dupa care la ziua a gasea se determing productivitatea gi continutul de
aminoacizi gi peptide.

Productivitatea culturii de S. plafensis in ziua a gasea este de 1,93 g/L biomasa absolut uscatd. Ea contine 5,0%
de aminoacizi gi 9,55% de peptide.

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv cu urméatoarea componenta (g/L): NaHCOz — 16,8, KoHPO403H,0 — 0,5, NaNO3 — 2,5,
NaCl - 1,0, K,SO4 - 1,0, CaCl,006H,O — 0,04, MgSO,407H,O — 0,20, H3BO3 — 0,00286, MnCIl,04H,O — 0,00181,
CuS0O,405H,0 - 0,00008, MoO3 — 0,000015, FeSO,4 — 0,001, EDTA — 0,08.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensisin cantitate de 0,40...0,45 m/L.

Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 250 ml in 100 ml suspensie la temperatura de 35+1°C si
iluminarea de 15...24 mii erg/cmz, S.

in a treia zi de cultivare se adauga [Zn(CH,CICOQ),04H,0] — 0,015 g@/L, cultivarea continug inca 3 zile cu
respectarea parametrilor descrigi mai sus, dupa care in ziua a gasea se determind productivitatea gi continutul de
aminoacizi gi peptide.

Productivitatea culturii de S. plafensis in ziua a sasea este de 2,01 g/L biomasa absolut uscata. Ea contine 8,07%
de aminoacizi gi 9,15% de peptide.

Exemplul 3

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componenta (g/L): NaHCOz — 16,8, KoHPO403H,0 — 0,5, NaNO3 — 2,5,
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NaCl - 1,0, K,SO,4 - 1,0, CaCl,06H,O — 0,04, MgSO,07H,0 — 0,20, H3BO3 — 0,00286, MnCIl,04H,O — 0,00181,
CuS0,405H,0 - 0,00008, MoO5 — 0,000015, FeSO, — 0,001, EDTA — 0,08.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensisin cantitate de 0,40...0,45 g/L.

Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 250 ml in 100 ml suspensie la temperatura de 35+1°C si
iluminarea de 15...24 mii erg/cmz, S.

in ziua a treia se adaugé [Zn(CCl;COQ),04H,0] — 0,015 g/L, cultivarea continud incad 3 zile cu respectarea
parametrilor descrigi mai sus, dupa care in ziua a gasea se determina productivitatea gi continutul de aminoacizi si
peptide.

Productivitatea culturii de S. plafensis in ziua a sasea este de 2,06 g/L biomasa absolut uscata. Ea contine 6,41%
de aminoacizi gi 9,48% de peptide.

Exemplul 4

Se prepara mediul nutritiv cu urméatoarea componenta (g/L): NaHCOz — 16,8, KoHPO403H,0 — 0,5, NaNO3 — 2,5,
NaCl — 1,0, K,SO4 — 1,0, CaCl,06H,0 — 0,04, MgSO,07H,O — 0,20, H3BO3 — 0,00286, MnCl,04H,O — 0,00181,
CuS0O405H,0 - 0,00008, MoO3 — 0,000015, FeSO,4 — 0,001, EDTA — 0,08.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensisin cantitate de 0,40...0,45 g/L.

Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 250 ml in 100 ml suspensie la temperatura de 35+1°C si
iluminarea de 15...24 mii erg/cmz, S.

in ziua a treia se adauga [Zn(CH,BrCOOQ),04H,0] — 0,015 g/L, cultivarea continug inca 3 zile cu respectarea
parametrilor descrigi mai sus, dupé care in ziua a sasea se determing productivitatea gi continutul de aminoacizi gi
peptide.

Productivitatea culturii de S. platensis in ziua a gasea este de 1,76 g/L biomasa absolut uscata. Ea contine 5,18%
de aminoacizi gi 10,96% de peptide.

Exemplul &

Se prepara mediul nutritiv cu urméatoarea componenta (g/L): NaHCOz — 16,8, KoHPO403H,0 — 0,5, NaNO3 — 2,5,
NaCl — 1,0, K,SO,4 — 1,0, CaCl,06H,0 — 0,04, MgSO,07H,O — 0,20, H3BO3 — 0,00286, MnCl,04H,O — 0,00181,
CuS0405H,0 - 0,00008, MoO3 — 0,000015, FeSO,4 — 0,001, EDTA — 0,08.

La mediul preparat se adaugéa suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,40...0,45 g/L.

Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 250 ml in 100 ml suspensie la temperatura de 35+1°C si
iluminarea de 15...24 mii erg/cmz, S.

in ziua a treia se adauga [Zn(CHBr,COO0),04H,0] — 0,015 g/L, cultivarea continug inca 3 zile cu respectarea
parametrilor descrigi mai sus, dupa care in ziua a gasea se determinad productivitatea gi continutul de aminoacizi gi
peptide.

Productivitatea culturii de S. plafensis in ziua a gasea este de 1,72 g/L biomasa absolut uscata. Ea contine 6,42%
de aminoacizi gi 9,48% de peptide.

Exemplul 6

Se prepara mediul nutritiv cu urmatoarea componenta (g/L): NaHCOz — 16,8, KoHPO403H,0 — 0,5, NaNO3 — 2,5,
NaCl — 1,0, K,SO,4 — 1,0, CaCl,06H,0 — 0,04, MgSO,07H,O0 — 0,20, H3BO3 — 0,00286, MnCl,(04H,O — 0,00181,
CuS0,405H,0 — 0,00008, MoO3 — 0,000015, FeSO, — 0,001, EDTA — 0,08.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensisin cantitate de 0,40...0,45 g/L.

Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 250 ml in 100 ml suspensie la temperatura de 35+1°C si
iluminarea de 15...24 mii erg/cmz, S.

in ziua a treia se adauga [Zn(CBrsC0O0),04H,0] — 0,015 g/L, cultivarea continua inca 3 zile cu respectarea
parametrilor descrigi mai sus, dupé care in ziua a sasea se determing productivitatea i continutul de aminoacizi gi
peptide.

Productivitatea culturii de S. platensis in ziua a gasea este de 1,79 g/L biomasg absolut uscata. Ea contine 3,92%
de aminoacizi gi 10,53% de peptide.

Tabel

Productivitatea i continutul de aminoacizi gi peptide in biomasa Spirulina platensis

Procedeul utilizat Compusul Concentratia, g/L Productivitatea, Aminoacizi, % din biomas& Peptide,
g/L BA.U. % din biomasa
Conform celei mai apropiate solutii ZnSO407H20 0,00022 1,565+0,05 3,17+0,06 5,560+0,13
Conform inventiei [Zn(CH3COO0)204H20] 0,010 1,93+0,02 5,00£0,02 9,65+0,33
[Zn(CH2CICO0)204H0] 0,015 2,01£0,02 8,07+0,03 9,156+0,15
[Zn(CCI3CO0)204H20] 0,015 2,06+0,06 6,41£0,09 9,48+0,43
[Zn(CH2Brc0O0)204H20] 0,015 1,76+0,01 5,1810,03 10,9610,13
[Zn(CHBroCOO)204H20] 0,015 1,72+0,02 6,4210,14 9,4810,44
[Zn(CBrzC00)204H20] 0,015 1,79+0,01 3,92+0,13 10,53+0,15

Datele din tabel releva faptul c& pentru cianobacteria cultivatd conform procedeului produs a crescut
productivitatea spirulinei de 1,10...1,33 ori, continutul de aminoacizi de 1,7...2,0 ori, iar continutul de peptide de
1,24...2,55 ori in comparatie cu rezultatele obtinute in cea mai apropiaté solutie.
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Astfel, procedeul propus conform inventiei asigurd obtinerea unei biomase de Spirulina platensis de o
calitate inalta si cu un continut sporit de aminoacizi gi peptide.
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Revendicare

Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include insamantarea spirulinei pe un mediu
nutritiv ce contine, g/L: NaHCOj3 - 16,80, K;HPO40O3H20 - 0,50, NaNO3 - 2,50, NaCl -1,00, K280y - 0,50, CaCl,006H,0
- 0,04, MgS0O,007H,0 - 0,20, H3BO3 - 0,00286, MnCl,00 4H,O - 0,00181, CuSO,405H,0 - 0,00008, MoO3 - 0,000015,
FeSO, - 0,01, EDTA - 0,08 gi apa, cultivarea ei la iluminare de 15..24 mii erg/cm2 si temperatura de 35+1°C,
caracterizat prin aceea ca la a treia zi de cultivare in mediul nutritiv se adaugd unul din compusii
coordinativi: [Zn(CH3;C00),04H,0], [Zn(CH,CICO0),04H,0], [Zn(CH,BrCO0),04H,0], [Zn(CHBr,COO),04H,0], |
Zn(CCl3C0O0),04H,0] sau [Zn(CBrzCO0),04H,0] in  concentratie de 0,05..0,20 g/L, dupa ce cultivarea se
efectueaz g inca trei zile.
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