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4 SISTEM DE INSTALATIE S| PROCEDEU DE OBTINERE
A ALGEI BRUNE CYSTOSEIRA BARBATA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la o instalatie si la un procedeu de
cultivare a algei brune Cystoseira barbata, in scopul
folosirii acesteia ca material algal pentru extragerea de
compusi utilizabili in diverse domenii ale industriei
alimentare, farmaceutice sau medicale. Instalatia con-
form inventiei este constituita din 8 acvarii, un sistemde
furtunuri pentru circuitul apei intre acvarii si sistemul de
racire, un sistem de racire al apei model Hailea HC
500A, o pompa de recirculare a apei model EHEIM, un
sterilizator UV si o pompa de aerare a apei din acvarii
care contin fiecare cate o piatra de difuzie cu dimen-
siunea de 1...2 mm, care asigura realizarea unuiflux de
bule de aer. Procedeul conform inventiei poate avealoc
in absenta sau Tn prezenta mediului nutritiv si consta in
prelevarea a 3 cm din portiunea apicala a talului de la
4.5 exemplare mature, depozitarea la intuneric n
pungi de plastic fara apa de mare, la rece la temperaturi
de max. 4°C, timp de 24 ore, curatarea lor cu o perie
foarte fina si clatirea cu apa de mare sterila, asezarea
materialului biologic fertil in acvarii pe plase cu ochiul
de 1,5 cm si pe substrat dur artificial format dintr-un
amestec de granit si sist, urmata de aerarea acvariilor,
racirea apei, reglarea oxigenului intre 7,98...9,16 mg/L,
cu pH - ul cuprins intre 7,82...7,96 si salinitatea intre
15,85...16,86 PSU, aplicarea periodica a tratamentelor
cu GeO, prin adaos de 250 mg GeO, la 1 L de apa
deionizata, din care se utilizeaza la nevoie 1 mL/1L apa
de mare, avand ca mediu nutritiv mixtura de apa de
mare filtratd, sterilizata la autoclava la o temperatura de

121°C timp de 40 minute si ulterior racitd, si un amestec
de sdarurii NaNO; (39..46 mg/1L apad de mare),
Na,HPO, x 12H,0(8,5...12,3 mg/1L apa de mare),
FeSO, x 7 H,0(260...284 ug/1L apa de mare), MnCl,
x 4H,0(18,5...21,4 ym/1L apa de mare), Na,EDTA x 2
H,0(2,3...4,58 mg/1L apd de mare) si vitamine:
Tiamina, Biotind si Bs,.
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SISTEM DE INSTALATIE SI PROCEDEU DE OBTINERE
A ALGEI BRUNE Cystoseira barbata

Prezenta inventie se referd la o instalatie si procedeu de obtinere a algei brune perene
Cystoseira barbata in conditii controlate, care poate fi folosita ca material algal pentru necesitatile
viitoare de relocare ale speciei in mediul natural cu scopul dezvoltarii acesteia §i care poate fi
utilizatd in extractia de compusi cu potential valorificabil in diverse domenii ale industriei
alimentare, farmaceutice, medicale. s.a., independent de biodisponibilitatea din mediul natural.

Existd un interes deosebit la nivel mondial pentru speciile ordinului Fucales, iar particular,
la nivel european, pentru speciile de Cystoseira, ce apartin acestui ordin. Aceasta specie de alga se
intalneste in zona litoralului romanesc, interesul este cu atadt mai mare cu cat, in conditiile actuale
de mediu, C. barbata este singurul reprezentant al ordinului Fucales. Specia inrudita, C. crinita,
nu mai constituie in conditiile actuale o prezenta la tairmul romanesc, ultima raportare a acestei
specii datand din anii 80 (Vasiliu, 1984).

Cele doua specii de Cystoseira au inregistrat un declin la tarmul roménesc de-a lungul
deceniilor, ca o consecintéd a actiunii cumulative a factorilor naturali nefavorabili: inghetul marii
din iernile extreme 1971/1971, 1984/1985, furtunile puternice si actiunilor antropice din zona
costierd, care au determinat o crestere a turbidititii, cu consecinte asupra proceselor fiziologice ale
speciilor de Cystoseira (Vasiliu & Muller, 1973). Interesul comunitatii stiintifice pentru speciile
de Cystoseira, deriva din importanta ecologica si economicd a acestora.

C. barbata prezinta o valoare ecologicd inestimabila, fiind considerata o specie cheie pentru
mediul marin, capabila sd modeleze structura comunitatilor bentale asociate si constituind habitat
pentru pesti si vaste comunititi zoobentale. C. barbata este inclusd pe actuala Listd Rosie a
speciilor marine periclitate, conform Ordinului 488/2020, privind aprobarea Listei speciilor marine
periclitate de la litoralul roméanesc al Marii Negre in vederea protejérii si conservdrii lor, publicat
in M.Of.300 din 9 aprilie 2020, fiind considerata a fi Critic Amenintata, conform criteriilor [IUCN.
La litoralul romanesc prezintd o distributie fragmentata, cu localizare doar catre sudul litoralului
romanesc: zona Saturn, Mangalia, 2 Mai si Vama Veche, fiind deosebit de sensibila la consecintele
activitatilor antropice din zona costiera. Datoritd reducerii drastice a arealului de distributie,
exploatarea resurselor naturale in diverse scopuri, nu este in prezent recomandata. Atentionarea a

fost facutd inci din anii >70 (Bavaru, 1977), iar situatia ecologica actuala a algei brune C. barbata
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confirma si sustine cu desavarsire acest fapt. Declinul speciei a afectat si serviciile ecosistemice
oferite, singura posibilitate de a limita acest fenomen fiind in momentul de fatd operatiunile de
relocare ale speciei. Refacerea naturald a populatiilor de C. barbata la litoralul roménesc este, in
conditiile actuale de mediu, un proces extrem de lent, imposibil de atins in unele zone cu activitati
antropice din ce in ce mai intense in zona costierd. Operatiunile de relocare ar presupune in prima
instanta translocarea de indivizi maturi din zone donor cu populatii naturale, cétre alte zone. Cu
toate acestea, avand in vedere starea de conservare critici a populatiilor de Cystoseira si
disponibilitatea redusd a materialului biologic, sunt necesare tehnici mai putin invazive, culturile
in mediu controlat fiind un raspuns in acest sens. in prezent, exista abordari la nivel european care
propun realizarea de culturi macroalgale in laborator, in scopul relocérii speciei in zone unde
aceasta a disparut sau se afld in declin (Verdura et al., 2018; Falace et al., 2018).

Valoare ecologica a speciei este potentatid de importanta sa economicd, C. barbata tiind o
sursd importantd de diversi compusi, dintre cei mai importanti amintim fucoxantina si alginatii.
Literatura de specialitate a aritat ca C. barbata prezinta un continut ridicat de fucoxanting, cea mai
mare concentratie regasindu-se la nivelul ramificatiilor tinere de 2 — 3 luni. in prezent, existi pe
piata autohtond un numadr relativ scdzut de preparate care inglobeazi acest compus, cu rol in
controlul greutitii corporale si a metabolismului lipidic si glucidic.

De asemenea, aceastd algd brunid prezintd activitate antioxidantd, care se datoreazi in
principal continutului ridicat in florotanine si compusi fenolici, dar si a altor constituenti, de
exemplu: prolind, manitol, acid palmitic, acid oleic, fucosterol, care pot contribui la efectele
antioxidante generale asupra organismului. Valorificarea acestei specii este pe deplin justificatd
de importanta sa nutraceutica si farmaceutica.

Se cunosc inventii in care se descriu procedee de obtinere a microalgelor, dupd cum urmeazi:
in brevetul de inventie CN1923994 Culture method of Dunaliella salina, se prezintd o metoda
de cultivare a microalgelor din medii cu salinitate ridicata, care se caracterizeaza prin urmatoarele:
insdmantarea bacilului in mediul de culturd, obfindnd viteza de crestere la 4.135 x 105/zi, cantitatea
biologica la 846.88 mg si cantitatea acumulati de beta-caroten la 125,4 mg, pentru accelerarea si
dezvoltarea algelor si a industriei betacarotenului. Mediile de cultura ale algelor din zonele
hipersaline sunt: apa de mare, mediul Johnson modificat, mediul f/12 sau ASP2. Conditiile
conventionale de cultivare sunt: temperatura de cultivare 24-26°C, intensitatea luminii 100-150

umoli m-2 s-1, timpul de lumina 10-14h/zi. Metoda consta in cultivarea la temperatura de 25°C,
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timpul de lumina fiind de 12 h/zi. Metoda de cultivare consta in agitare, viteza de vibratie fiind de
100-150 rpm, cantitatea de inoculare a bacilului de 10-1000 cfu/ml, supunere a algelor la
temperaturi ridicate, salinitate ridicata si/sau stres in timpul perioadei de crestere logaritmica;
temperatura stresului la temperatura ridicata este setata la 30-37°C, concentratia de NaCl sub stres
ridicat este de la 3-5M, iar intensitatea luminii la stres puternic este de 500-900 pmol (Espacenet
- Description). Dezavantajul metodeia il reprezinta faptul ci se aplicd doar microalgelor din zonele
cu o salinitate foarte ridicata.

Inventia US200503740 Method for culturing organic blue-green algae se referd la o
metoda de cultivare a algelor verzi-albastre, care cuprinde etapele de obtinere a speciilor de alge
dorite, cu inocularea mediului de cultura. Realizarea culturii este caracterizatd prin aceea ca mediul
de cultura respectiv contine substante organice fermentate si aerate cu continut ridicat de azot si
are un pH de 8 sau mai mare si nu contine siruri anorganice, cum ar fi carbonat sau hidrogen
carbonat. Inventia ne dezvaluie o metoda pentru cultivarea algelor organice verzi-albastre si
prepararea mediului sdu de culturd, la care nu se adaugd hidrogen carbonat, carbonat sau alt
reglator sau tampon de pH in procesul de cultura. in schimb, nivelul de pH al mediului de cultura
potrivit pentru cresterea algelor se realizeazi folosind materie organica fermentata, agitatie si
aerare. Cultivarea algelor organice verzi-albastre are loc intr-un mediu de culturd cu un nivel de
pH > 8,0 care poate fi atins prin aerare si agitare intr-o anumité perioada de timp fara addugarea
de NaCO3, NaHCO3, NaH2POj sau altele saruri anorganice ca ajustator de pH sau tampon, astfel
incét intregul proces de culturd se desfésoard intr-un mediu organic, fard contaminarea aditivilor
anorganici. Algele verzi-albastre rezultate oferd consumatorilor o alegere organica, sigurd si
sandtoasd, care pot fi ingerate direct sau intr-o maniera prelucratd ulterior

(1499086612688491000-US20050037480A1 (storage.googleapis.com). Si aceastd metodd are

dezavantajul ca nu se aplicé speciei macroalgale C. barbata.

in brevetul US20190183161 - IMPROVED METHOD FOR GROWING ALGAE, se
prezintd metode pentru producerea culturilor de alge cu densitate mare, precum si a suplimentelor
nutritive din astfel de culturi si utilizarea acestor culturi pentru a produce proteine terapeutice. Se
prezintd metodele pentru cultivarea aerobi, heterotrofd a unei culturi de densitate mare pentru
specii microalgale de Chlamydomonas, cuprinzand: obtinerea unui inocul al unei culturi
substantial pure de Chlamydomonas sp. la o concentratie de 0,1 pana la 15 g/L; mentinerea unei

culturi de productie de Chlamydomonas sp. aerob la un pH cuprins intre 6,0 si 9,0 si o temperatura

[
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intre 15°C si 37°C; initierea alimentarii culturii de productie prin furnizarea de mediu de
alimentare a culturii de productie atunci cdnd pH-ul culturii depéaseste un punct de referintd
predeterminat si incetarea alimentarii atunci cand pH-ul scade sub punctul predeterminat (in care
punctul de referintd predeterminat este intre pH 5,5 si pH 8,5); cresterea culturii de productie in
conditii aseptice pana cand se atinge o densitate {inta; recoltarea Chlamydomonas sp. din cultura.
Chlamydomonas sp. este selectat din grupul format din speciile microalgale Chlamydomonas
reinhardtii, C. dysomos, C. mundane, C. debaryana, C. moewussi, C. culleus, C. noctigama, C.
aulata, C. applanata, C. maronas, C. marvanii. Biomasa algala cuprinde una sau mai multe specii
de Chlamydomonas, in care Chlamydomonas este la o concentrafie de cel putin 50 g/L greutate
celula uscata si in care biomasa este uscata astfel incat materialul rezultat si confind mai pufin de
25%, mai putin de 20%, mai putfin de 15%, mai pufin de 10% sau mai putin de 5% umiditate

(WO2018038960A1 - Improved method for growing algae - Google Patents). Si aceastd metoda

are dezavantajul ca nu se aplicd speciei macroalgale C. barbata.

Brevetul MX2014000699A se referi la o metoda de obfinere a biomasei microalgale, la un
sistem de obfinere a acestei biomase si la un mediu de cultivare al algelor. Metoda cuprinde etapa
de cultivare a microalgelor intr-un mediu de culturd avand un pH peste 8, astfel incat acumularea
de lipide si/sau carbohidrati este crescutd, iar mediul este unul salin. De preferinta, pH-ul mediului

este in intervalul 8-11, acceptabil 8,5-11, preferabil 9-11 si optim 10-11 (EP2737049A1 - Methods

and system for obtaining algal biomass and cultivation medium - Google Patents). Si aceasta
metodé are dezavantajul ca nu se aplicé speciei macroalgale C. barbata.

Inventia CN106489709 Method for cultivating algae on surface of composite insulating
material prezintd o metodd de crestere a microalgelor pe suprafata unui material izolator
compozit, caracterizatd prin faptul cd prezintd urmaitoarele etape: colectarea si prelucrarea
materialului algal donor; purificarea algelor si adifia de mediu de cultura; extractia secretiei
extracelulare din algele care au fost supuse unui tratament de inactivare si inocularea secretiei
extracelulare pe suprafata materialului izolator compozit; misurarea densitatii celulare obtinute in
urma cresterii pe materialul izolator compozit. Acest material izolant compozit este un cauciuc
siliconic vulcanizat RTV sau un material HTV cauciuc siliconic vulcanizat la temperatura inalta

(CN106489709 Method for cultivating algae on surface of composite insulating material

(wipo.int). Dezavantajul acestor metode este acela ci sunt folosite in realizarea de culturi

microalgale si nu se aplicd speciei macroalgale C. barbata.

X
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Problema tehnicé pe care o rezolva inventia consta in asigurarea cresterii si dezvoltarii algei
brune C. barbata in spatii special amenajate, in vederea unor necesitafi viitoare, evitand in acest
sens exploatarea din mediul natural si crearea de dezechilibre ecologice, prin realizarea unui sistem
recirculant pentru aplicarea procedeului de obtinere a algei brune. Sistemul recirculant pentru
cresterea algelor in mediu controlat, este format din urmatoarele echipamente:

- 8 acvarii cu dimensiunile: 60 cm lungime, 20 cm latime, 20 cm inaltime;

- Sistem de furtunuri pentru circuitul de apa;

- Dispozitiv de racire al apei model Hailea HC 500A. Dimensiune: 475x360x490mm.
Caracteristici: voltaj: 220 ~ 240V, frecventa: 50Hz; curent de lucru: 2,4A; putere: 1/2 HP;
racire apa: 200 ~ 1200 L/ora; mediu de racire: R134A; debit: 1200 ~ 3000 L/h;

- Pompa de recirculare apa model EHEIM universal 600lph. Caracteristici: puterea pompei
pe ord la 50 Hz de 600,00 L; capul de pompare la aprox. 50 Hz. (Hmax) 1,50 m; putere la
50 Hz de 10,00 watt; tensiune alimentare 230 volti; frecventa 50 Hz;

- Sterilizator UV model Oase Clear Tronic 9 W. Caracteristici: UVC-putere W 9; tensiune
nominala 230 V/50 Hz;

- Pompa de aerare model Oase OxyMax 100 Lph cu | iesire. Caracteristici: tensiune
nominala 230 V/50 Hz; max. debitul de debit I/h 100; iesire de presiune, max. bar 0,2.

Sistemul este conceput pentru asigurarea furnizdrii in paralel a apei racite catre toate
acvariile si preluarea in paralel a apei calde din acvarii catre racitor. Acvariile sunt realizate din
policarbonat compact, marca Marlon FSX Longlife 8 mm grosime, placile fiind debitate de catre
furnizor conform specificatiilor de dimensiune indicate de INCDM. Lipirea placilor s-a realizat cu
adeziv pentru policarbonat compact marca Mafix PMMA 4. Fiecare acvariu a fost perforat pe
laturile mici (20 x 20 cm) in vederea montarii robinetilor pentru sistemul recirculant. Au fost
montati robineti de trecere din plastic, fiecare acvariu avand montati cate trei robineti (doi pe una
dintre laturile mici si unul pe latura opusd). Robinetii au fost montati pe mijlocul laturei mici la 4
cm fatd de partea de jos a acvariului §i 4 cm fatd de partea de sus, acestia din urma servind la
alimentarea cu apa rece a acvariilor si eliminarea apei calde din acvariu. Robinetul din partea de
jos are rolul de golire a acvariului in caz de nevoie. Acvariile au fost acoperite cu o placa din
acelasi material ca acvariile, cu dimensiunea de 60 x 20 cm.

Circularea apei intre acvarii si sistemul de racire s-a realizat prin intermediul unui sistem de

furtunuri de gradina, din plastic negru, cu diametrul de 12 mm. Tot circuitul de furtunuri a fost

|b
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izolat termic cu un material de culoare alba, pentru a impiedica acumularea de cédldura datorata
culorii negre a furtunurilor. Sistemul de furtunuri preia apa gravitational, simultan, de la toate
acvariile. Circuitul de furtunuri de la fiecare acvariu se cupleazi doua cate doud pana se ajunge la
un singur furtun care transporta apa citre ricitor. Dupa ce apa trece prin racitor este preluata de
pompa de recirculare si impinsa prin sterilizatorul UV-C si apoi catre acvarii. Portiunea care merge
de la sterilizator catre acvarii se ramifica treptat, pana cand dintr-un furtun se ajunge la 8 furtunuri
care alimenteazd fiecare acvariu cu apa ricitd. Alimentarea in paralel a acvariilor permite
mentinerea unei temperaturi constante in acvarii §i de asemenea permite izolarea unui singur
acvariu (in caz de necesitate), fara a intrerupe furnizarea apei cétre restul acvariilor. Intervalul de
temperatura utilizat la racirea apei a fost de 18-20°C (optim pentru o crestere naturali a algei C.
barbata). Racitorul porneste de la o temperaturd a apei la intrare mai mare de 20°C si se opreste
la o temperaturd mai micd de 18°C. Cu ajutorul pompei de aer s-a realizat alimentarea
independenta a tuturor acvariilor cu aer. Din pompa de aer a fost format un circuit de distribuire a
aerului catre acvarii. in fiecare acvariu aerul a fost dispersat cu ajutorul unei pietre de difuzie cu
dimensiunea de 1-2 mm, care asiguri realizarea unui flux de bule de aer, fara a perturba dezvoltarea
plantulelor. Aerul a fost furnizat permanent. in Figura 1 este prezentat acest sistem recirculant de
crestere a algelor.

Procedeul de obtinere a algei brune C. barbata se poate realiza prin doud moduri:

a) cu aditie de mediu nutritiv si b) in absenta mediului nutritiv. in ambele cazuri rezultatele au fost
favorabile.

Debutul unei culturi macroalgale este conditionat de materialul algal din mediul natural,
necesar a fi in plina perioada reproductiva. Pentru specia de interes C. barbata, aceastd perioada
este in strinsa corelatie cu factorii de mediu, in special cu temperatura apei, care trebuie s fie in
jur de 19 - 20°C. In mod obisnuit, procesul are loc la finalul lunii mai — inceputul lunii iunie, dar
se poate decala in functie de conditiile meteo. Astfel, in urma unor expeditii periodice pe teren in
zona sudica a litoralului roméanesc, atunci cand s-a observat prezenta elementelor reproducitoare,
s-au prelevat, de la 1 — 1,5 m adancime, 4 - 5 exemplare mature de C. barbata, care au fost supuse
unei analize calitative. Metoda utilizata a fost in totalitate una neinvaziva, deoarece s-au prelevat
doar partile apicale, aproximativ 30 de varfuri (max. 3 cm), care prezentau receptacule bine
formate, in care se regisesc formatiunile sexuale, ca un indicator al faptului cd exemplarele se

aflau in perioada reproductiva. S-au colectat elementele fertile de la cele 4 — 5 exemplare fixate pe
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2 pietre (doar portiunea apicald, max. 3 cm), acestea fiind ulterior reintroduse in mare, fara a
distruge talurile donoare. Talurile prezentau si alte elemente reproducitoare, astfel ca procesul
biologic a continuat in mediul natural. Prezenta receptaculelor la nivelul partii apicale a ramurilor
este un factor decisiv in evolutia ulterioara a culturii.

Fragmentele de tal s-au depozitat in pungi de plastic, fard apa de mare, introduse ulterior in
lada frigorifica si transportate cétre laborator, acolo unde au fost suspuse unor conditii de stres
ambiental (depozitate 1a rece, max. 4°C, intuneric, timp de 24 h) cu scopul de a stimula eliberarea
elementelor reproductive. A doua zi, varfurile au fost curatate cu mare atentie cu o perie foarte
fina si clatite cu apa de mare sterild pentru a indepirta detritusul aderent si eventualele specii
epifite, limitand astfel contaminarea acvariilor.

in primul mod, cel in care s-a ultilizat aditie de nutrienti, s-a folosit un acvariu de 20L, la
baza ciruia s-a plasat substrat pietros natural prelevat din zona de colectare a algelor. Materialul
algal reproductiv s-a asezat pe acest substrat si s-a adaugat apa de mare filtrata si mediu de cultura
Von Stosch Enrichment Solution (VSE). in acest stadiu nu s-a introdus aerarea pentru a nu perturba
fixarea zigotului pe substrat. VSE este un mediu nutritiv favorabil cresterii algelor in cultura
controlatd, fiind o mixtura de apa de mare: filtrata, sterilizata la autoclava la 121°C pentru 40 de
minute si ulterior racita si un amestec de saruri: NaNOs (39 - 46 mg/1L apa de mare); Na;HPO4 x
12H20 (8,5 - 12,3 mg/1L apd de mare); FeSO4 x TH20 (260 - 284 ng/1L apa de mare); MnCl: x
4H,0 (18,5 - 21,4 pg/1L apa de mare); Na;EDTA x 2H,0 (2,3 - 4,58 mg/1L apa de mare) si
vitamine: Tiamind-HCI (0,15 - 0,32 mg/1L apa de mare); Biotina (0,86 - 1,28 nug/1L apa de mare);
B12(0,86 - 1,28 pg/1L apa de mare), substante cu rol important in dezvoltarea algelor. Substantele
s-au cantdrit cu o balantd de mare precizie METTLER TOLEDO.

S-au preparat solutii stoc cu apa deionizata, sterilizate ulterior prin filtru de 0,22 um si
depozitate la frigider pentru o perioada de pana la 3 luni, din care s-a realizat la nevoie mediu
proaspit de cultura. S-a utilizat 0,8 - 1,4 ml VSE la 1L de apa de mare. Doar sarurile s-au sterilizat
la autoclavi, vitaminele sterilizindu-se prin filtrare cu un filtru de 0,20 um, @ 25 mm pentru a
evita degradarea acestora. Schimbarea mediului nutritiv s-a realizat saptimanal, pentru a limita
deficitul de nutrienti. Dupa ce s-a observat la microscop fixarea zigotului, materialul algal matur
a fost inlaturat si s-a introdus aerarea, pentru a evita instalarea conditiilor anoxice si un regim de

iluminare artificiald (lumina neon - 36 Watt), cu o fotoperioada de 12:12 (12 ore lumina: 12 ore
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intuneric), controlabila cu ajutorul unei prize programabile digital, pentru a simula conditiile din
mediul natural de viata al speciei.

Cel de al doilea mod de crestere a algelor, fara nici un stimulent nutritiv, s-a derulat in aer
liber, in conditii de lumind naturala, utilizand sistemul recirculant de crestere a algelor. Acest lucru
a fost posibil doar pe durata sezonului cald. Ulterior, o datd cu scidderea temperaturii atmosferice
si instalarea sezonului rece, cultura a fost mutati in spatiu inchis (laborator), intr-un acvariu de
160 L, plasat sub lumini artificiala, cu o fotoperioada de 12:12 (12 ore lumina: 12 ore intuneric),
controlabila cu ajutorul unei prize programabile digital.

in fiecare din cele opt acvarii care formeaza sistemul recirculant, materialul algal fertil s-a
agezat pe plase (cu ochiul de 1,5 cm) si pe substrat dur artificial, in vederea eliberarii materialului
reproducitor si fixdrii zigotului. Ca substrat de fixare pentru viitoarele plantule, s-au folosit 32 de
pietre, un amestec de granit si sist. Exemplarele fertile au fost plasate atit pe plase, cat si direct pe
substrat pentru a maximiza fixarea exemplarelor. Fragmentele mature de tal au fost mentinute 5
zile, fara aerare si fard nici un alt tip de perturbare, in afard de influenta dispozitivului de racire,
pentru a facilita fixarea zigotilor pe substrat. Dupa aceastd perioada, substratul a fost analizat la
microscop, unde s-a observat fixarea zigotilor, astfel cd materialul algal matur a fost indepartat, s-
a introdus aerarea pentru a evita instalarea anoxiei si s-a realizat un schimb constant de apa (de
doua ori pe sdptimani). Rata de schimb a apei a fost de 2L/acvariu, folosindu-se apa de mare
filtratd prin filtru de 0,3 um si sterilizata cu ajutorul lampii UV pentru a limita contaminarea
acvariilor cu diverse microorganisme. in prealabil s-au facut analize la apa de mare nefiltrata,
filtrata si sterilizata care urma s fie folosita in cultura, pentru a vedea compozitia fitoplanctonica,
cantitatea de nutrienti §i incdrcitura microbiologici. Aceastd analizd complexd este absolut
necesara pentru a cunoaste de la debutul culturii eventualii factori perturbatori sau chiar limitativi
ai dezvoltarii macroalgale. Astfel, in ceea ce priveste analiza fitoplanctonici, in apa nefiltratd au
fost observate flagelate mici, dar in cea filtrata acestea au fost absente. In apa sterilizata nu au fost
prezente cianobacterii (alge verzi-albastre) si nici diatomee. Cu toate acestea, pe parcursul
procesului tehnologic s-au observat dezvoltéri ale diatomeelor, care insd au fost controlate prin
aditie de GeO». Analiza chimicd a apei de mare a aritat ca in apa filtrata exista o concentratie
ridicatd de azotati si fosfati (TP - 14,53 uM; NO3 — 16,05 uM) care a functionat ca mediu nutritiv
pentru plantulele nou formate, dat fiind faptul ca acest proces s-a derulat fara aditie de nutrienti.

Din punct de vedere microbiologic, analiza apei sterilizate prin UV a aritat uneori-prezenta unor
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microorganisme pigmentate, respectiv flavobacterii nepatogene, care nu au perturbat procesul
evolutiv al stadiilor juvenile de C. barbata.

De asemenea, periodic s-a prelevat cate o proba de apa de mare (30 — 40 ml din fiecare
acvariu), in vederea monitorizarii cu sonda multiparametrica a parametrilor esentiali (oxigen, pH,
salinitate, temperaturi) pentru a surprinde din timp eventualele perturbari si a le remedia. Astfel,
pe durata procesului, oxigenul a variat intre 7,98 si 9,16 mg/L, pH-ul intre 7,82 si 7,96, iar
salinitatea intre 15,85 si 16,86 PSU. In fiecare acvariu s-a montat un termometru digital
submersibil, pentru a monitoriza permanent temperatura apei. Pentru acest experiment s-a utilizat
doar apd de mare filtrata si sterilizatd UV (minim 48 de ore), féra nici un alt adaos de nutrienti.

Periodic, s-au aplicat tratamente cu GeO,, tratament caracteristic culturilor macroalgale,
pentru a inlétura diatomeele. S-a preparat in avans o solutie stoc, prin adaos de 250 mg GeOz1a 1L
de apa deionizatd, din care s-a utilizat la nevoie 1ml/1L apa de mare. Nu se foloseste in exces
GeO,, deoarece ingreuneazi cresterea algelor brune. Insi la inceput, cind exemplarele sunt
vulnerabile la o dezvoltare abundentd a diatomeelor, s-a utilizat adifia de GeO:; la fiecare 6
sdptamani. in momentul cand s-a considerat ca dezvoltarea diatomeelor este sub control, nu s-a
mai aplicat aceasta aditie in apa de mare. Atunci cand exemplarele au fost mutate in laborator, s-a
mentinut rata de reinnoire a apei de doud ori pe séptamana, insa nu s-a mai folosit apa de mare
sterilizata UV, deoarece exemplarele erau suficient de mature si nu s-a dorit sensibilizarea excesiva
a acestora, folosindu-se doar apa de mare filtrata prin filtru de 0,3 pm.

Dupa o sdptamana, atit in cazul exemplarelor pentru care s-a folosit VSE, cét si in cazul
celor in care s-a utilizat doar apd de mare filtrata si sterilizatd, s-au observat stadii incipiente de
dezvoltare ale viitoarelor plantule de C. barbata. Conform literaturii, se definesc 4 stadii incipiente
de dezvoltare pentru C. barbata (Falace et al., 2018). Initial, au fost semnalate primele doua stadii
de dezvoltare ale speciei. Astfel, s-au observat formatiuni initial rotunde (stadiul I), care ulterior
au capatat o forma elongatd, de culoare maro, de maxim 0,05 mm inalfime (stadiul II). De
asemenea, dupa doud saptimani s-a observat si o dezvoltare masiva de diatomee. Pentru a reduce
impactul diatomeelor asupra exemplarelor juvenile s-a aplicat un prim tratament cu GeO,. Dupi 3
sdptdmani s-a observat si o dezvoltare a algelor verzi filamentoase, o problema comuna in culturile
macroalgale in conditii controlate de laborator. Crearea periodicé, dar pe termen cat mai scurt, a
unor conditii de intuneric total, limiteaza acest fenomen deoarece impiedica procesele fiziologice

ale speciilor oportuniste (sunt specii fotofile si necesita o cantitate mare de lumina tymultire
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si dezvoltare ulterioard). Dupa 40 zile s-a obsevat aparifia stadiului III de dezvoltare, cel in care
apar primele ramificatii. Aceste ramificatii apar la exemplarele mai mari de un 1 cm. Cresterea
talurilor este diferita, dimensiunea exemplarelor variind intre 0,5 cm si 1,5 cm, dar se poate afirma
cu siguranta cd dupa o luna toate exemplarele sunt vizibile din punct de vedere macroscopic. Dupa
7 saptamani, s-au observat ramificatii de ordinul 2 la cateva exemplare. Dupa 2 luni, majoritatea
exemplarelor prezentau ramificatii de ordinul 2. De altfel, dupa 2 luni s-a remarcat si prezenta
stadiului IV, cel in care plantulele au parafize (mici perisori ce vor acoperi receptaculele cu
viitoarele organe reproducitoare). Exemplarele isi continud dezvoltarea si incep sd apara
ramificatiile de ordinul 3, chiar de ordinul 4 sau 5. Dupé 9 saptamani, majoritatea exemplarelor
(90 %) au ramificatii de ordinul 3. Dupa 2 luni si jumatate, unele exemplare au si 3 cm ndltime si
multiple ramificatii. Discul bazal de fixare al speciei de substrat este bine definit. La majoritatea
exemplarelor sunt prezente parafizele. In saptiména a 12 a, exemplarele prezinti dimensiuni de
aproximativ 4 cm si multiple ramificatii secundare. in Figura 2 sunt prezentate primele rezultate
ale exemplarelor juvenile, obtinute dupd 3 — 4 luni in culturd controlatd. Un aspect deosebit de
important care a fost remarcat pe durata culturii de C. barbata, a fost prezenta unor exemplare in
stadiul II incipient de dezvoltare la 3 luni de la debutul experimentului. Acestea sunt considerate
a fi cea de a doua generatie de exemplare de C. barbata cu dezvoltare exclusiv in cultura controlata
de laborator. Este un indiciu al faptului ca unele exemplare (deja ajunse la 4 cm inil{ime) au intrat
in perioada reproductivé, ceea ce a dus la aparitia acestor exemplare de mici dimensiuni. Acest
rezultat reprezinta cheia asigurdrii unui materialului biologic continuu in cultura. Cultura a fost
monitorizatd zilnic, observandu-se in continuare aparitia periodicd de noi exemplare de mici
dimensiuni din exemplarele care au intrat in perioada de reproducere pe durata experimentului.
Dupa 12 luni de cultura in mediu controlat, fara adaos de mediu nutritiv, s-au obtinut 1220
de noi exemplare de C. barbata, cu dimensiuni ce au variat intre 5 si 10 cm inaltime. in Figura 3
sunt prezentate rezultatele finale, obtinute in urma aplicarii acestei tehnici de crestere a algei brune
C. barbata prin intermediul sistemului recirculant de crestere a algelor. Comparand cele doua
metode de crestere, cu si fara aditie de mediu nutritiv VSE, se poate spune ca, in cazul aditiei
ritmul de crestere al speciei a fost mai ridicat, algele dezvoltindu-se mai rapid, comparativ cu
procedeul in care nu s-a utilizat mediu nutritiv. Cu toate acestea, chiar si farda un mediu nutritiv
aditional, exemplarele de C. barbata au avut o dezvoltare favorabild, cu discuri bazale bine

ancorate de substrat §i numeroase ramificatii secundare, cu o evolutie progresiva.

10



RO 137431 A2

Cele doua procedee/metode de crestere au rezultate favorabile si furnizeaza solutii pentru
doua necesititi actuale: valorificare, caz in care se recomandi a se folosi mediu nutritiv pentru a
obtine o biomasa algala cat mai mare, respectiv relocare a exemplarelor din culturd in zone de
interes, caz in care este de preferat a nu se utiliza adaos de nutrienti pentru a se evita sensibilizarea
excesiva a exemplarelor si a permite o crestere in conditii cat mai apropiate de mediul in care se
doreste a fi relocate.

Inventia prezintd urmitoarele avantaje:

- Sistemul recirculant se realizeazi usor;

- Metoda poate fi aplicata atat in laboratoarele de cercetare, precum si in aplicatii la scara
industriala, fard a necesita conditii sterile de lucru in proportie de 100%;

- Metoda este neinvaziva, astfel ca nu aduce prejudicii materialului algal din mediul natural.
Metoda are la baza stricta manipulare a elementelor reproducitoare, excluzand periclitarea
exemplarelor mature din mediul marin;

- Asigura un flux continuu de material algal de C. barbata, independent de conditiile de
mediu, in scopul valorificarii ulterioare (relocare si/sau exploatare);

- procedeul de obtinere este prietenos cu mediul;

- nu se folosesc materiale sau substante toxice;

- este un procedeu curat, usor de aplicat si economic;

- nu rezulté deseuri toxice;

- se asigura obtinerea de material algal fara impuritati sau alte depuneri;

- se asigurd continuitatea speciei, dezvoltarea algei brune C. barbata in culturd controlata
contribuind la mentinerea acestei macroalge considerata specie periclitata (Critic
Amenintata, conform Listei Rosii si criteriilor IUCN);

- Furnizeaza o solutie unica, intr-o abordare holistica, pentru doua necesitati de maxima
actualitate: asigurarea de material pentru relocarea speciei in zone unde populatia va fi
afectata de activitatile intense din zona costiera si furnizarea de material pentru extractia
de compusi cu aplicabilitate in diverse domenii, fara a periclita resursa limitata din mediul
natural.

Prezentam exemplu de obtinere a algei brune Cystoseira barbata:
Procedeul de obtinere a algei in condifii de laborator, se poate realiza prin doud moduri:

a) cu aditie de mediu nutritiv si b) in absenta mediului nutritiv

11
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in cazul ambelor metode, s-a utilizat material biologic algal de C. barbata aflat obligatoriu
in plina perioada reproductiva. Declansarea procesului reproductiv este in stransd corelatie cu
factorii de mediu, in special cu temperatura apei, care trebuie si fie in jur de 19 - 20°C. in mod
obisnuit, procesul are loc la finalul lunii mai — inceputul lunii iunie, dar se poate decala in functie
de conditiile meteo. S-a prelevat doar portiunea apicala, max. 3 cm, de la 4 — 5 exemplare mature;
metodd neinvaziva. Fragmentele de tal s-au depozitat in pungi de plastic, fara apd de mare,
introduse in lada frigorifica si transportate cétre laborator, acolo unde au fost suspuse unor conditii
de stres ambiental (depozitate la rece, max. 4°C, intuneric, timp de 24 h) cu scopul de a stimula
eliberarea elementelor reproductive. A doua zi, varfurile au fost curitate usor cu o perie foarte fina
si clitite cu apa de mare sterila, pentru a indeparta detritusul si speciile epifite si a limita
contaminarea acvariilor.
a) cu aditie de mediu nutritiv

S-a folosit un acvariu de 20L, la baza caruia s-a plasat substrat pietros natural prelevat din
zona de colectare a materialului algal donor. Materialul algal reproductiv s-a asezat pe substrat si
s-a adaugat apa de mare filtratd si mediu de cultura Von Stosch Enrichment Solution (VSE),
respectiv 0,8 - 1,4 ml VSE la IL de apa de mare; fara aerare in stadiul initial, pentru a evita
perturbérile si a permite fixarea zigotului pe substrat. Dupad ce s-a observat, in urma analizei
microscopice, fixarea zigotilor, materialul algal matur a fost inlaturat, s-a introdus aerarea, pentru
a evita instalarea conditiilor anoxice si un regim de iluminare artificiala (lumina neon - 36 Watt),
cu o fotoperioada de 12:12 (12 ore lumina: 12 ore intuneric), controlabila cu ajutorul unei prize
programabile digital, pentru a simula conditiile din mediul natural de viata al speciei. S-a realizat
un schimb de apa si aditie de mediu nutritiv o data pe sdptamana.
b) in absenta mediului nutritiv

Pe durata sezonului cald, procesul tehnologic s-a derulat in conditii de lumina naturala,
utilizand sistemul recirculant de crestere a algelor, format din opt acvarii realizate din policarbonat
compact, marca Marlon FSX Longlife § mm grosime, un sistem de furtunuri pentru circuitul de
apa, un dispozitiv de racire al apei model Hailea HC 500A, o pompa de recirculare apa model
EHEIM universal 600lph, un sterilizator UV model Oase Clear Tronic 9 W si o pompa de aerare
model Oase OxyMax 100 Lph cu 1 iesire. Sistemul este conceput pentru asigurarea furnizarii in

paralel a apei récite cétre toate acvariile si preluarea in paralel a apei calde din acvarii cétre racitor.

Materialul biologic fertil s-a asezat pe plase (cu ochiul de 1,5 cm) si pe substrat¢
A
[
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vederea eliberarii materialului reproducator si fixarii zigotului. S-au folosit 32 de pietre, un
amestec de granit si sist, pentru a servi drept substrat de fixare pentru viitoarele plantule.
Fragmentele reproductive au fost mentinute 5 zile, fara aerare si fira nici un alt tip de perturbare,
in afard de influenta dispozitivului de racire al apei. Dupa 5 zile, materialul algal matur a fost
indepartat, pentru a evita instalarea conditiilor de anoxie, s-a introdus aerarea si s-a realizat un
schimb de apa de doud ori pe saptamani. Rata de schimb a apei a fost de 2L/acvariu, folosindu-se
apa de mare filtrata prin filtru de 0,3 pm si sterilizatd cu ajutorul lampii UV (minim 48 de ore),
pentru a limita contaminarea acvariilor cu microorganisme.

in prealabil s-au ficut analize la apa de mare nefiltrata, filtrata si sterilizata care urma sa fie
folositd in cultura, pentru a vedea compozitia fitoplanctonica, cantitatea de nutrienti si incarcitura
microbiologica. Aceastd analiza complexa este absolut necesard pentru a cunoaste de la debutul
culturii eventualii factori perturbatori sau chiar limitativi ai dezvoltarii macroalgale. Astfel, in ceea
ce priveste analiza fitoplanctonica, in apa nefiltratd au fost observate flagelate mici, dar in cea
filtrata acestea au fost absente. in apa sterilizata nu au fost prezente cianobacterii (alge verzi-
albastre) si nici diatomee. Cu toate acestea, pe parcursul procesului tehnologic s-au observat
dezvoltari ale diatomeelor, care insa au fost controlate prin aditie de GeO.. Analiza chimica a apei
de mare a aratat ci in apa filtratd exista o concentratie ridicatd de azotati si fosfati (TP - 14,53 pM;
NO3 - 16,05 pM) care a functionat ca mediu nutritiv pentru plantulele nou formate, dat fiind faptul
ca acest proces s-a derulat fara aditie de nutrienti. Din punct de vedere microbiologic, analiza apei
sterilizate prin UV a ardtat uneori prezenfa unor microorganisme pigmentate, respectiv
flavobacterii nepatogene, care nu au perturbat procesul evolutiv al stadiilor juvenile de C. barbata.

De asemenea, periodic s-a prelevat cite o proba de apa de mare (30 — 40 ml din fiecare
acvariu), in vederea monitorizérii cu sonda multiparametrica a parametrilor esentiali (oxigen, pH,
salinitate, temperaturd) pentru a surprinde din timp eventualele perturbari i a le remedia. Astfel,
pe durata procesului, oxigenul a variat intre 7,98 si 9,16 mg/L, pH-ul intre 7,82 si 7,96, iar
salinitatea intre 15,85 si 16,86 PSU. In fiecare acvariu s-a montat un termometru digital
submersibil, pentru a monitoriza permanent temperatura apei.

S-au aplicat periodic tratamente cu GeOz, prin adaos de 250 mg GeO; la 1L de apa
deionizati, din care s-a utilizat la nevoie Iml/1L apa de mare, in vederea elimindrii diatomeelor;
aditie de GeO; la fiecare 6 sdptamani pana la inlaturarea completd a diatomeelor. O datd cu

instalarea sezonului rece, cultura a fost mutaté in spatiu inchis (Iaborator), intr-un acvariu de 160L,
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plasat sub lumina artificiald, cu o fotoperioada de 12:12 (12 ore luminid: 12 ore intuneric),
controlabila cu ajutorul unei prize programabile digital; s-a mentinut rata de reinnoire a apei de
doua ori pe saptimani; s-a folosit doar apa de mare filtrata prin filtru de 0,3 pm; nu s-a mai folosit
apa de mare sterilizatd UV, deoarece exemplarele erau suficient de mature si nu s-a dorit

sensibilizarea excesiva a acestora.
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SISTEM DE INSTALATIE SI PROCEDEU DE OBTINERE
A ALGEI BRUNE Cystoseira barbata

Revendiciri

1. Sistem de instalatie pentru obtinerea algei brune C. barbata, conceput pentru asigurarea

furnizarii in paralel a apei ricite cétre toate acvariile §i preluarea in paralel a apei calde din acvarii

catre racitor, caracterizat prin aceea cd este constituit din:

8 acvarii cu dimensiunile: 60 cm lungime, 20 cm latime, 20 cm findltime din
policarbonat dotate cu cate 3 robinete de golire dispuse doua pe latura mica si unul pe
latura opusi;

Sistem de furtunuri pentru circuitul de apd, care permite circularea apei intre acvarii si
sistemul de racire, prin intermediul unui sistem de furtunuri de gradina din plastic negru
cu diametrul de 12 mm; intreg circuitul de furtunuri a fost izolat termic cu un material
de culoare alba;

dispozitiv de ricire al apei model Hailea HC 500A dimensiune: 475%x360%490mm.
avind caracteristicile: voltaj: 220 ~ 240V; frecventa: 50Hz; curent de lucru: 2,4A;
putere: 1/2 HP; récire apa: 200 ~ 1200 L/ora; mediu de ricire: R134A; debit: 1200 ~
3000 L/h;

pompd de recirculare apa model EHEIM universal 600lph, cu urmétoarele
caracteristici: puterea pompei pe ord la 50 Hz de 600,00 L; capul de pompare la aprox.
50 Hz. (Hmax) 1,50 m; putere la 50 Hz de 10,00 watt; tensiune alimentare 230 volti;
frecventd 50 Hz;

sterilizator UV model Oase Clear Tronic 9 W. Caracteristici: UVC-putere W 9;
tensiune nominala 230 V/50 Hz;

pompad de aerare model Oase OxyMax 100 Lph 1 iesire, cu urmitoarele caracteristici:
tensiune nominald 230 V/50 Hz; max. debitul de debit 1/h 100; iesire de presiune, max.
bar 0,2, dotatd cu un circuit de distribuire a aerului citre acvarii; in fiecare acvariu,
aerul a fost dispersat cu ajutorul unei pietre de difuzie cu dimensiunea de 1-2 mm, care

asigura realizarea unui flux de bule de aer.

2. Procedeu de obtinere a algei brune C. barbata in absenta mediului nutritiv, folosind sistemul de

instalatie pentru obtinerea algei brune conform revendicdrii 1, carcaterizat prin aceea cd se
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preleveazi portiunea apicala, max. 3 cm, de la 4 — 5 exemplare mature; fragmentele de tal se
depoziteazi in pungi de plastic, la rece, la o temperaturd de max. 4°C, la intuneric, timp de 24 h;
ulterior curitarea lor cu o perie foarte find, clitire cu apa de mare sterild; materialul biologic fertil
s-a agezat in acvarii pe plase (cu ochiul de 1,5 cm) si pe substrat dur artificial format dintr-un
amestec de granit si sist; umplere acavrii cu apa de mare filtrata prin filtru de 0,3 pm si sterilizata
cu ajutorul lampii UV; mentinere 5 zile fara aerare si fard nici un alt tip de perturbare, in afara de
influenta dispozitivului de ricire al apei; dupa 5 zile, materialul algal matur a fost indepirtat; pentru
a evita instalarea conditiilor de anoxie, s-a introdus aerarea si s-a realizat un schimb de api de doua
ori pe saptaimana, apa fiind inlocuitd cu o rata de schimb de 2L/acvariu; monitorizare parametri
esentiali oxigen, pH, salinitate, temperaturd cu sonda multiparametrica, pentru a regla oxigenul
intre 7,98 si 9,16 mg/L, pH-ul intre 7,82 si 7,96, iar salinitatea intre 15,85 si 16,86 PSU, periodic
se aplica tratamente cu GeOz, prin adaos de 250 mg GeO; la 1L de api deionizati, din care se
utilizeazi la nevoie ImL/1L apa de mare; cultura este monitorizata zilnic, dupd 12 luni se obtin
noi exemplare de C. barbata, cu dimensiuni intre 5 si 10 cm iniltime.

3. Procedeu de obtinere a algei brune C. barbata in prezenta mediului nutritiv conform revendicérii
2, caracterizat prin aceea cd initial nu s-a introdus aerarea pentru a nu perturba fixarea zigotului pe
substrat; mediul nutritiv folosit este o0 mixtura de apa de mare: filtrata, sterilizata la autoclavi la
121°C pentru 40 de minute si ulterior ricita si un amestec de séruri: NaNOs (39 - 46 mg/1L apa
de mare); Na,HPO4 x 12H20 (8,5 - 12,3 mg/1L apa de mare); FeSO4 x 7H,0 (260 - 284 pg/1L apa
de mare); MnCl, x 4H,0 (18,5 - 21,4 pg/1L apa de mare); Na;EDTA x 2H,0 (2,3 - 4,58 mg/1L
apa de mare) si vitamine: Tiamina-HCI (0,15 - 0,32 mg/1L apa de mare); Biotina (0,86 - 1,28
pg/1L apéd de mare); B12(0,86 - 1,28 pug/1L apa de mare), substante cu rol important in dezvoltarea

algelor; aditie 0,8 - 1,4 ml mediu nutritiv la 1L de apa de mare filtrata.
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Fig. 2. C. barbata — aspecte ale exemplarelor dupa 3 - 4 luni in culturd controlata
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Fig. 3. Aspecte finale ale exemplarelor de C. barbata obtinute in cultura (dupa 12 luni)
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