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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum in scopul obtinerii de
biomasa cu continut sporit de lipide.

Procedeul de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum CNMN-AR-01
include cultivarea pe un mediu nutritiv ce
contine, g/L: KCI 16,04; NaCl 12,52; KNO3
1,24; MgSO4+7H,O 2,5; CaCl, 0,118;
K>HPO4-3H>0 0,5; KI 0,05; KBr 0,05; 1 mL/L
solutie ce contine, mg/L: H3;BO; 2,86;

2
MnCl;-4H,0 1,81; CuSO4-5H,0 0,08; MoO;
0,015; FeEDTA 0,5 mL; nanoparticule de Au
de 10 nm stabilizate in citrat 0,23-0,27 nM si
apa distilata restul, la temperatura de 25-28°C,
pH 6,8-7,2, iluminarea continua de 50-57 uM
fotoni/m?s, timp de 14 zile.

Rezultatul inventiei constd in sporirea
biosintezei lipidelor si acumuldrii lor in
biomasa microalgei Porphyridium cruentum.

Revendicari: 1




(54) Process for cultivation of microalga Porphyridium cruentum CNMN-AR-01

(57) Abstract:
1

The invention refers to biotechnology,
namely to a process for cultivation of
microalga Porphyridium cruentum in order to
obtain the biomass with high lipid content.

The process for cultivation of
microalga Porphyridium cruentum CNMN-
AR-01 comprises cultivation on a nutrient
medium containing, g/L: KCl 16.04; NaCl
12.52; KNOs 1.24; MgSO4-7H,0 2.5; CaCl,
0.118; KoHPO4:3H,0 0.5; KI 0.05; KBr 0.05;
1 mL/L solution containing, mg/L: H3;BO;
2.86; MnCl,-4H>O 1.81; CuSO4-5H,O 0.08;

2
MoO; 0.015, FeEDTA 0.5 mL, Au
nanoparticles of 10 nm stabilized in citrate
0.023-0.027nM and disstiled water the rest, at
a temperature of 25-28°C, pH 6.8-7.2, constant
lighting of 50-57 uM photons/m?/s, for 14
days.

The result of the invention consists in
increasing the biosynthesis of lipids and their
accumulation in the biomass of tmicroalga
Porphyridium cruentum.

Claims: 1

(54) Cnocod Ky IbTHBHPOBaHUS MUKpPoBoaopocau Porphyridium cruentum

CNMN-AR-01

(57) Pedepar:
1

N3o6perenune OTHOCHUTCS K
OMOTEXHOJOTHH, a WMEHHO K CII0CO0y
KYJIETUBHPOBAHUS MHUKPOBOIOPOCITH
Porphyridium cruentum c TenpI0 TOTYYCHUSA
OmoMacchl ¢ BBICOKAM COJepKaHHUEM JIUITHATOB.

Cmoco0 KYJbTHBHPOBAHUS
MUKpoBonopocian  Porphyridium  cruentum
CNMN-AR-01 Bxmoyaer KyJIbTHBHPOBAaHHUE
Ha MHUTATEIBHOU cpene, coaepkaieit, r/m: KCl1
16,04; NaCl 12,52; KNO; 1,24; MgSO,4-7H,0
2,5; CaCl, 0,118; K,HPO4-3H,0 0,5; KI 0,05;
KBr 0,05; 1 mui/n pacTBOpa, COAEpIKAIIEro,
mr/n:  H3BOs; 2,86; MnCl,4H,O0 1,81;

2
CuSO4-5H;0 0,08; MoO; 0,015; FEEDTA 0,5
MII; HaHOYAaCTHUIII Au 10 HM

crabmmmsupoBanueie B 1urpare 0,023-0,027
HM H IUCTWUIMPOBAHHYIO BOXY OCTaJIbHOE,
npu Temneparype 25-28°C, pH 6,8-7.2,
MIOCTOSIHHOM ~ ocBelleHud B 50-57 MM
(porton/m*c, B TeueHne 14 nHel.

TexHu4YeCcKUll pe3ysbTaT COCTOUT B
NOBBIICHNM OHOCHHTE3a JIMIIHIOB M HX
HAKOIUJIGHHS B OHOMacce MHKPOBOJOPOCIH
Porphyridium cruentum.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum in scopul obtinerii de biomasa cu continut sporit de lipide.

Ficobiotehnologia este un nou domeniu de aplicare a nanoparticulelor. A fost demonstrat
efectul stimulator al unor nanoparticule care se implicd activ in metabolismul celular al
microalgelor. Nanoparticulele pot fi considerate si drept o sursd alternativa de oligoelemente care
au functia de stimulatori ai multiplicarii §i activitatii biosintetice. Dimensiunile mici ale
nanoparticulelor este unul din factorii determinanti in interactiunea lor cu celula.

Este cunoscut procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum CNMN-AR-01
pe mediul mineral cu urmatoarea componentd: macroelemente (g/L) NaNOs 5,0; NaCl 7,0; KCI
7,5; MgSO47H,0 1,8; Ca(NOs)24H,0 0,15; KBr 0,05; KI 0,05; K:HPO4 0,2; 1,0 mL solutie de
microelemente ce contine (g/L): FeCl36H,O 0,27; ZnSO,5H,0 0,02; CuSO45H,0 0,05;
MnSO45H,0 0,3; H3BO3 0,6; MoOs 0,02; NaVOs 0,05. Conform procedeului, In prima zi de
cultivare, la suspensia de microalgi se adaugi compusul Co"'(DmgH)2(H2L)CI in concentratie de
0,014 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmeyer a cate 100 mL cu 50 mL de suspensie
in urmitoarele conditii: pH 6,8-7,2, temperatura de 23-25°C, iluminarea de 2000-3000 Ix/cm?, la
agitare lentd periodicd. Continutul de lipide in biomasa obtinutd conform procedeului este de
14,15+1,02% [1].

Neajunsul acestui procedeu consta in continutul redus de lipide in biomasa.

Problema pe care o rezolva inventia consta in sporirea continutului de lipide in biomasa
microalgei Porphyridium cruentum CNMN-AR-01.

Problema se rezolva prin procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum
CNMN-AR-01, care include cultivarea pe un mediu nutritiv ce contine macroelemente, g/L: KCl
16,04; NaCl 12,52; KNO3 1,24; MgSO.-7H,0 2,5; CaCl; 0,118; K,HPO4-3H,0 0,5; Kl 0,05; KBr
0,05; 1 mL/L solutie de microelemente ce contine, mg/L: H3BOs; 2,86; MnCl,-4H,O 1,81;
CuS0QO4-5H,0 0,08; MoO3 0,015; FeEDTA 0,5 mL si apa distilatd pana la 1 L. in calitate de
stimulator al sintezei lipidelor se utilizeazd nanoparticule de aur cu dimensiunea de 10 nm
stabilizate in citrat (Sigma), care se adauga la mediul de cultivare in concentratie de 0,023-0,027
nM. Cultivarea se efectueaza timp de 14 zile la temperatura constanta de 25-28°C, pH 6,8-7,2 si
iluminarea cu intensitatea de 50-57 pmol fotoni/m?s, in regim continuu si agitare lenti periodica.

Rezultatul tehnic a inventiei consta in sporirea cu 39% a continutului de lipide in biomasa
microalgei Porphyridium cruentum.

Rezultatul inventiei se datoreaza aplicarii nanoparticulelor de aur cu dimensiunea de 10
nm stabilizate in citrat, in calitate de stimulator al biosintezei lipidelor de catre microalga de
interes biotehnologic Porphyridium cruentum, producitor de lipide omega-3. Nanoparticulele pot
induce in celulele microalgale o stare de stres oxidativ moderat, si drept urmare stimularea
sintezei lipidelor (Alishah Aratboni H., Rafiei N., Garcia-Granados R. et al. Biomass and lipid
induction strategies in microalgae for biofuel production and other applications. Microb Cell Fact,
2019, 18, 178, URL: <https://doi.org/10.1186/s12934-019-1228-4>.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepara mediul de cultivare cu urméatorul continut de minerale: macroelemente (g/L):
KCI 16,04; NaCl 12,52; KNOs3 1,24; MgSO.-7H,0 2,5; CaCl, 0,118; K,HPO4:3H>0 0,5; Kl 0,05;
KBr 0,05; 1mL/L solutie de microelemente ce contine (mg/L): H3BOs 2,86; MnCl,-4H,0 1,81;
CuSO4-5H,0 0,08; MoOs 0,015; 0,5 mL/L FeEDTA si apa distilata pana la 1 L. La mediul
preparat se adauga 0,023 nM de nanoparticule de Au cu dimensiunea de 10 nm stabilizate in citrat.
Cultura start este suspensia de Porphyridium cruentum CNMN-AR-01 in cantitatea de 0,55 g/L.
Cultivarea microalgei se efectueaza in baloane Erlenmeyer a cate 100 mL cu volumul suspensiei
de 50 mL, la temperatura de 25°C, pH 6,8-7,2 si iluminarea cu intensitatea de 50-57 pmol
fotoni/m?/s, in regim continuu si agitare lentd periodicd. Durata ciclului de cultivare este de 14
zile. La finalul ciclului de cultivare biomasa se colecteaza si se determind continutul de lipide.
Continutul lipidelor in biomasa este de 19,6+0,24%.

Exemplul 2

Se prepara mediul de cultivare cu urmitorul continut de minerale: macroelemente (g/L):
KCI 16,04; NaCl 12,52; KNO3 1,24; MgSO.-7H,0 2,5; CaCl; 0,118; K;HPO4-3H,0 0,5; Kl 0,05;
KBr 0,05; 1mL/L solutie de microelemente ce contine (mg/L): H3BOs 2,86; MnCl,-4H,0 1,81,
CuS04-5H20 0,08; M00O3 0,015 si FeEDTA 0,5 mL/L. La mediul preparat se adauga 0,027 nM de
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nanoparticule de Au cu dimensiunea de 10 nm, stabilizate in citrat. Cultura start este suspensia de
Porphyridium cruentum CNMN-AR-01 in cantitate de 0,55-0,6 g/L. Cultivarea microalgei se
efectueaza in baloane Erlenmeyer a cate 100 mL cu volumul suspensiei de 50 mL la temperatura
de 28°C, pH 6,8-7,2 si iluminarea cu intensitatea de 50-57 pmol fotoni/m?s, in regim continuu si
agitare lenta periodica. Durata ciclului de cultivare este de 14 zile. La finalul ciclului de cultivare,
biomasa se colecteaza si se determind continutul de lipide. Continutul lipidelor in biomasa este de
19,7+0,12%.

Tabel
Continutul de lipide in biomasa de Porphyridium cruentum
Procedeul aplicat Compusul, concentratia Continutul de lipide, % BAU
Conform celei mai m
apropiate solutii 0,014 g/L,Co"(DmgH)2(H2L)CI 14,15+1,02
Conform solutiei | 0,023 nM, AuNP(citrat) 10 nm 19,60+0,24
revendicate 0,027 nM, AuNP(citrat) 10 nm 19,70+0,12

Astfel, datele din tabel demonstreazd majorarea cu 39% a continutului de lipide in
biomasa microalgei Porphyridium cruentum conform procedeului revendicat fata de cea mai
apropiata solutie.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4303 B1 2014.09.30

(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum CNMN-AR-01, care include
cultivarea pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: KCl1 16,04; NaCl 12,52; KNO3 1,24; MgSO4-7H,0
2,5; CaCl; 0,118; K,HPO.-3H,0 0,5; KI 0,05; KBr 0,05; 1 mL/L solutie ce contine, mg/L: H3BOs
2,86; MnCl,-4H,0 1,81; CuSO4-5H,0 0,08; M0oO3 0,015; FeEDTA 0,5 mL; nanoparticule de Au
de 10 nm stabilizate in citrat 0,023-0,027 nM si apa distilata restul, la temperatura de 25-28°C, pH
6,8-7,2, iluminarea continui cu intensitatea de 50-57 uM fotoni/m?s, agitare lentd periodici, timp
de 14 zile.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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