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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu biotehnologic de
obtinere a biomasei de microalgéd verde Chorella
sorokiniana UTEX 1230. Procedeul, conform inventiei,
consta Tn aceea ca, biomasa de microalga tulpina
Chorella sorokiniana UTEX 1230 cultivata in mediu in
sine cunoscut, aflatd in faza de crestere exponentiala,
avand o densitate optica (D.O.) la 660 nm de aproxi-
mativ 0.05 unitati D.O., este iradiatd cu raze gama de
75 Gy, cu un debit de doza intre 0,1 si 1,0 Gy/s, timp de
1...10 min, pana cénd cultura algald ajunge prin
crestere si multiplicare celularéd pana la o D.O. la

660 nm de aproximativ 0,2 unitati D.O., cultura astfel
iradiata este amestecata cu o cantitate de 150...230 ori
mai mare mediu de cultura neiradiat si se mentine in
continuare timp de 7 zile la presiune atmosferica, cu
temperatura de 30°C si iluminare de 16500 lux, in
mediu barbotat permanent cu aer atmosferic, rezultand
o crestere a randamentului de biomasa recoltata, lipide
si proteine totale, clorofile si caroteni totali.
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Procedeu biotehnologic de stimulare a cresterii cantitatii de biomasa de Chlorella
sorokiniana UTEX 1230

Inventia se refera la un procedeu biotehnologic pentru obtinerea cresteni
randamentului de biomasa, lipide si proteine totale, clorofile si caroteni totali din
microalga verde Chlorella sorokiniana UTEX 1230, de interes economic pentru
industria farmaceurica si alimentara.

Chlorella sorokiniana UTEX 1230 este o tulpind microalgala robusta si cu crestere
rapida adecvata atat la nivel de laborator, cat si la nivel de statie pilot.

Microalgele atrag atentia ca 0 nouad sursa durabild de biomas3, a carei capacitate de
a realiza fotosinteza oxigenicd este mult mai intensa raportatat la cantitatea de
biomasa comparativ cu capacitatea plantelor superioare.

Microalgele prezinta un interes considerabil la nivel mondial datorita potentialului
extins de aplicare in industriile energiei regenerabile, durabile si economice folosite
pentru obtinerea de biocombustibili, de produse biofarmaceutice, nutraceutice,
precum si de produse medicamentoase bioactive si ingrediente alimentare.

in mod particular, microalga Chlorella sorokiniana UTEX 1230 este folositd in special
pentru productia la scara larga de lipide pentru biocombustibili precum si pentru
compusi specifici de interes comercial cum ar fi antioxidantii de tipul carotenoizilor.

Desi microalgele sunt surse fezabile pentru bioenergie si biofarmaceutice in general,
la ora actuala exista limitari in ceea ce priveste tehnologia de obtinere a biomasei la
scara industnala.

Se cunosc diferite procedee biotehnologice de obtinere a biomasei microalgale cum
ar fi cultivarea in coloand cu bule, ridicator de aer, ecran plat, coloana verticala,
bioreactor tubular.

Brevetul KR20160143327 — "Metoda de cultivare a microalgelor si metoda de control
al ingredientelor nutritionale acumulate in celulele microalgelor” se refera la o metoda
de cultivare a microalgelor si la 0 metoda de control al continutului de substante
nutritive acumulate in celulele microalgelor folosind modificarea temperaturii culturii
in timpul fazei de crestere si inductie a microalgelor cultivate in conditii autotrofe. Si,
de asemenea, se referd la o metoda de control al continutului de proteine,
carbohidrati si lipide care se acumuleaza in celulele microalgelor prin cultivarea in
mediu cu deficit de azot.

Lucrarea stiinfificd — ,Evaluarea efectului campului magnetic de 5-10 mT asupra
microalgelor Chlorella sorokiniana” - Lupu Ana-Maria si col. - prezintad efectele
stimulatoare si/sau inhibitoare ale campului magnetic de 5-10 mT asupra Chlorella
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sorokiniana preparata in laborator din cultura pura. S-a evidentiat clorofila totala pe
baza rezultatelor preliminare care au urmarit evolutia ratei de crestere celulara.
Rezultatele au aratat un efect stimulator asupra productivitatii biomasei algelor pentru
un camp magnetic de 50 Hz, dar s-a observat un efect inhibitor pentru campul de 15
Hz. Ambele influente ar putea fi aplicate pentru imbunéatatirea unor procese
biotehnologice industriale.

Dezavantajele acestor procedee sunt legate de:
- limitarea cantitatii de lumina in culturile dense,
- asigurarea unei temperaturi constante,

- in cazul cultivarii la scara larga, randamentul obtinerii de biomasa este in general
mic.

- greutatea substantei uscate a biomasei rezultete este foarte mica,

Problema pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui procedeu biotehnologic
de stimulare a ratei de crestere a cantitatii de biomasa de Chlorella sorokiniana
UTEX 1230 prin aplicarea radiatiilor gama, un timp 1 -10 minute, asupra unei culturi
microalgale de colectie, bine caracterizata din punct de vedere stiintific.

Procedeul biotehnologic de stimulare a cresterii cantitatii de biomasa de Chlorella
sorokiniana UTEX 1230 constd in aceea cad biomasa de microalga Chlorella
sorokiniana UTEX 1230 cultivatd in mediul BG¢y, in sine cunoscut, pana la o
densitate opticd (D.O.) la 660 nm de aproximativ 0.05 unitati D.O. aflata in faza de
crestere este iradiatd cu raze gama la 75 Gy, cu un debit de doza intre 0,1 - 1,0
Gyi/s, timp de 1 -10 minute, cultura astfel iradiata este amestecata cu o cantitate de
150 -230 ori mai mare decat mediul de culturé neiradiat. Experientul dureaza timp de
7 zile, are loc la presiunea atmosferica, la temperaturd de 30°C si iluminare de
16.500 lux, in mediul barbotat permanent cu aer atmosferic

Avantajele aplicarii inventiei:
- se stimuleazacresterea cantititii de biomasa de Chlorella sorokiniana UTEX 1230;

- se accelereaza cregterea (scade timpul de generatie) la microalga Chlorella
sorokiniana UTEX 1230;

- cregte concentratia de lipide totale, de proteine totale, clorofile a si b, caroten total

- se asigura o distributie uniforma a energiei luminoase, a temperaturii si a nutrientilor
pentru a furniza aceiasi parametri tuturor celulelor.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legatura si cu fig. 1 si 2
care reprezinta:
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Fig. 1 - Aspectul macroscopic al culturii martor si iradiate (75 Gy) de Chlorella
sorokiniana UTEX 1230, la inceputul experimentului (imaginea din stanga) si la finalul
peroadei de crestere de 7 zile (imaginea din dreapta)

Fig. 2 - Reprezentarea sinteticA a compozitiei chimice a biomasei de Chlorella
sorokiniana UTEX 1230 consecutiv iradierii gama 75 Gy, comparativ cu martorul
neiradiat

Procedeul biotehnologic de stimulare a cresterii cantitati de biomasa de Chlorella
sorokiniana UTEX 1230 conform inventiei se realizeaza astfel:

Microalga verde Chlorella sorokiniana UTEX 1230, care este o tulpina de referinia pe
plan international folosita atat in cercetdri fundamentale cat si aplicative a fost
cultivata in mediul BG4y pana la o densitate optica (D.O.) la 660 nm de aproximativ
0.05 unitati D.O. aflate in faza de crestere exponentiala

Microalga verde Chlorella sorokiniana UTEX 1230 a fost cultivata in mediul BGy4, in
sine cunoscut, pana la o densitate optica finala (D.O.) la 660 nm de aproximativ 0.2
unitati D.O. aflate in faza de crestere exponentiala

Cultura a fost repartizata axenic in 24 tuburi de plastic sterile de cate 50 ml fiecare.
Din cele 24 de tuburi cu culturd, au fost selectate aleatoriu 12 tuburi care au
functionat ca martor, iar celelalte 12 tuburi au fost supuse iradierii cu doza de 75 Gy,
1 -10 minute cu un debit de doza intre 0,1 - 1,0 Gy/s.

Dupa iradierea celor 12 tuburi la intensitate de 75 Gy, atat probele iradiate cét si
probele neiradiate, au fost trecute in conditii axenice in vase sterile de cate 10 |
fiecare, asezate alternativ un vas mator si un alt vas cu proba iradiata.

Vasele au fost dotate in interiorul lor cu cate un dispozitiv de barbotare fiind astfel
asiguratd omogenizarea corespunzatoare a culturii pentru o distributie uniforma a
energiei luminoase, a temperaturii i a nutrientilor pentru a furniza aceiasi parametri
tuturor celulelor.

Incubarea s-a facut la presiunea atmosferica, la temperatura de 30°C cu iluminare
exclusiv din panoul frontal al incubatorului care asigura o intensitate luminoasa la
suprafata vasului de cultura de 16.500 lux.

Dupa 7 zile de la trecerea culturii martor $i a culturii iradiate in vasele de 10 | si de
cultivare in lumina continué cu barbotare, s-a procedat la colectarea biomasei aigale
din fiecare vas de cultura.

De asemnea, dupa cele 7 zile de crestere, s-a determinat D.O la 660 nm a celor
doua probe, astfel proba martor a avut o D.O de 0,253 unitaii, iar proba iradiatd
0,324 unitati, ceea ce demonstreazd cd proba iradiatd a avut o crestere mai
accentuata decat martorul neiradiat. (fig. 1)
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Recoltarea biomasei s-a facut prin centnfugarea culturii timp de 10 minute la 8.000
rotatii pe minut.

Biomasa recoltata a fost analizata in privinta urmatorilor parametri cantitativi:
a) Biomasa umeda si uscata

b) Concentratia de clorofild a si b

c) Concentratia in caroteni totali

d) Concentratia in proteine totale

e) Concentratia in lipide totale

Determinarea acestor parametri s-a facut prin metodele clasice corespunzatoare, in
sine cunoscute.

Principalele rezultate obfinute demonstreazd ca microalga Chlorella sorokiniana
UTEX 1230 iradiatd cu 75 Gy prezinta o crestere celulara mai rapida decat cultura
martor neiradiata; si anume 107% biomasa la proba iradiatd comparativ cu 100% la
probe martor, neiradiatd. De asemenea, parametrii analizati precum concentratia de
clorofild a (100% fata de 133,4 %), clorofila b (100% fata de 139,5%), concentratia in
caroteni totali (100% fata de 125%), concentratia in proteine totale (100% fata de
173,3%), concentratia in lipide totale (100% fata de 110%) sunt mai mari la proba
iradiata comparativ cu proba martor neiradiata (fig. 1)

Astfel, pornindu-se de la probe identice, dupa 7 zile de la iradierea cu radiatie gama
75 Gy, proba iradiata produce o cantitate mai mare de biomasa totala decat martorul
neiradiat, aceastd biomasa avand si o concentratie mai mare in clorofild a si b,
caroteni totali, in proteine totale si in lipide totale (fig. 1).
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REVENDICARE

Procedeul biotehnologic de stimulare a cresterii cantitifii de biomasi de Chlorella
sorokiniana UTEX 1230 caracterizat prin aceea ci, biomasa de microalgd Chlorella
sorokiniana UTEX 1230 cultivatd in mediul BGy;, in sine cunoscut, pornind de la 0 D.O. de
660 nm de aproximativ 0,05 unitati, aflati in faza de crestere exponentiala, este iradiati cu
raze gama la 75 Gy, cu un debit de dozi intre 0,1 - 1,0 Gy/s, timp 1-10 minute minute, pini
cand cultura algala ajunge prin crestere si multiplicare celulara pana la o densitate optica
(D.0.) la 660 nm de aproximativ 0,2 unititi D.O. cultura astfel iradiati este apoi amestecatd
cu o cantitate de 150 - 230 ori mai mare de mediu culturd neiradiat §i se mentine in contiare
timp de 7 zile la presiunea atmosferica, cu temperatura de 30 °C si iluminare de 16.500 lux, in
- mediul barbotat permanent cu aer atmosferic.
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Lipide Proteine Caroteni Clorofilaa | Clorofilab
totale totali
Martor
neiradiat 100% 100% 100% 100% 100%
Proba
iradiata
110,8 173,3 125,6 133,4 139,5
75 Gy

Fig. 2
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