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(57) Rezumat:
1

Inventia s¢ referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de conservare a tulpinii
Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate
antifungica.

Procedeul, conform inventiei, prevede
cultivarea tulpinii = Bacillus cereus var.
Sfluorescens CNMN-BB-07 pe un mediu
nutritiv in decurs de 48 ore la temperatura de
28...30°C, resuspendarea intr-un mediu

2

constituit din lapte degresat si 12% de
zaharozi cu un titru de 10®...10°, congelarea
rapidd la temperatura de -20°C, liofilizarea si
pastrarea la temperatura de + 4°C.

Rezultatul constd in majorarea activitatii
antifungice a tulpinii dupd pastrare.

Revendicdri: 1



(54) Process for conservation of Bacillus cereus var. fluorescens strain with

antifungal activity

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for conservation of
Bacillus cereus var. fluorescens strain with
antifungal activity.

The process, according to the invention,
provides for the cultivation of Bacillus cereus
var. fluorescens CNMN-BB-07 strain on a
nutrient medium for 48 hours at a temperature
of 28...30°C, resuspension in a medium

2

consisting of skim milk and 12% of sucrose
with a titer of 10®...107, rapid freezing at a
temperature of -20°C, lyophilization and
storage at a temperature of +4°C.

The result consists in increasing the
antifungal activity of the strain after storage.

Claims: 1

(54) Cnoco0 koHcepsupoBanus wirtamma Bacillus cereus var. fluorescens ¢

AHTH(YHIAIBHOI AKTHBHOCTEIO
(57) Pedepar:
Hzobperenue OTHOCUTCS K

OMOTeXHOIOTHH, 4 WMEHHO K CIOCO0y
KOHCEpBHUpOBaHUA ImTamma Bacillus cereus

var.  fluorescens c aHTHQYHTaIHHOH
AKTUBHOCTHIO.
Croco0, COITIacHO Hn300peTeHuIO,

IIpelycMaTpUBaeT KyIbTHBHpOBaHHE Bacillus
cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 wma
IUTATEIBHON cpefie B TeueHHe 48 4acoB Ipu
Temmepatype 28...30°C, pecycneHIUpOBaHUC

2
B cpelie, cocrofAlied U3  O0E3KUPEHHOIO
Monoka 1 12% caxaposs! ¢ Tutpom 107°...10°,
OBICTpOE 3aMOpaKUBaHUE MPH TEMIIEpaType
-20°C, nuodmaH3amuMio H XpaHECHHE IIPH
Temrepatype + 4°C.

PesynpraT COCTOHT B  IIOBBIIICHHH
aHTH(HYHIATHHON aKTHBHOCTU INTaMMa IIOCIe
XpaHCHHUS.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se¢ referd la biotechnologie, si anume la un procedeu de conservare a
tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate antifungica, si anume asupra
diferitor tulpini de fungi fitopatogeni ca: Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Alternaria alternata, Botrytis cinerea $i Aspergillus niger ce provoaca diferite boli la
plantele de cultura. Datoritd capacitatii de sporire a activitdtii antifungice, procedeul
poate fi utilizat la conservarea microorganismelor pe un termen indelungat si
utilizarea acestora ca agenti de protejare a plantelor de culturd de infectarea cu
fitopatogeni.

Afectarea plantelor de culturd de cétre fitopatogeni duce la scaderea productivitatii
lor, la micsorarea recoltei, precum si la diminuarea calitdtii produsului obtinut.
Utilizarea microorganismelor in calitate de agenti cu proprietafi antimicrobiene
pronuntate asupra fitopatogenilor permite atat majorarea productivitatii plantelor, cat
si imbunatatirea calitdtii produsului.

In prezent este cunoscut un procedeu de stimulare a activititii antifungice a tulpinii
Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 asupra fungilor fitopatogeni in urma
liofilizarii, utilizand ca mediu protector succinat de Na + 12% zaharoza, in rezultatul
céruia, dupd 6 ani de péstrare, zonele de inhibifie a patogenilor au atins valori de
15,0...25,0 mm, in dependenta de test-cultura studiata [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea cd proprietatile antifungice sunt
slabe si mai putin pronuntate dupd péstrarea indelungata.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu
de stimulare a activitdfii antifungice a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens
CNMN-BB-07, in urma liofilizdrii, cu utilizarea unui mediu protector ce asigura
stimularea proprietétilor antifungice asupra fitopatogenilor, dupa 6 ani de pastrare.

Procedeul revendicat constd in conservarea tulpinii Bacillus cereus var.
Sfluorescens CNMN-BB-07 cu capacitate antifungicd prin liofilizarea acesteia,
utilizdind mediul de protectie lapte degresat + 12% zaharoza. Zonele de inhibitie a
cresteril fitopatogenilor, dupd 6 ani de la conservare, ating valori de 31,0 mm pentru
Fusarium oxysporum, 33,7 — Fusarium solani, 30,7 — Alternaria alternata, 28,7 —
Botrytis cinerea si 24,3 mm — Aspergillus niger.

Procedeul de conservare a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens cu activitate
antifungicd prevede cultivarea tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07
pe un mediu nutritiv in decurs de 48 ore la temperatura de 28...30°C, resuspendarea
mtr-un mediu constituit din lapte degresat si 12% de zaharozd cu un titru de
10%...10°, congelarea rapida la temperatura de -20°C, liofilizarea §i pastrarea la
temperatura de + 4°C.

Rezultatul constd in majorarea activitatii antifungice a tulpinii dupd péstrare, si
anume stimularea evidentd a proprietatilor antifungice asupra fitopatogenilor
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria alternata, Botrytis cinerea si
Aspergillus niger dupd 6 ani de péstrare, acestea fiind mai nalte fatd de solutia cea
mai apropiatd. Zonele de inhibifie a cresterii fitopatogenilor obtinute in rezultatul
liofilizarii, cu utilizarea mediului protector succinat de Na + 12% zaharoza (solutia
cea mal apropiatd), variazd de la 15,0...25,0 mm pentru tulpinile F. oxysporum, F.
solani, A. alternata B. cinerea si A. niger, iar zona de inhibitie determinatd cu
utilizarea procedeului propus in inventie variazd intre 24,3...33,7 mm, ceea ce
depiseste de pand la 1,62 ori caracteristicile analoage obtinute conform celei mai
apropiate solutii.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul cd, in calitate de mediu
protector pentru liofilizarea tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 se
utilizeazd lapte degresat + 12% zaharoza. Proprietétile antifungice evidente sunt
asigurate datoritd resuspendarii tulpinii in mediul dat, care asigurd un efect protector
fatd de socurile osmotice §i termice i nu permite acestora de a influenta negativ
sinteza metabolitilor cu activitate antifungica.
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Exemplu de realizare a inventiei

Se prepard mediul nutritiv agarizat King B cu urmatorul confinut al ingredientelor:
peptond — 20,0 g; glicerina — 15,0 mL; K,HPO, - 1,5 g; MgSO,4-7H,O — 1,5 g; agar —
15,0 g; apa distilatd pana la 1,0 litru; pH-ul = 7,0 — 7,2. Pe mediul preparat, in tuburi
inclinate, se reinsdmanteaza tulpina Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07,
dupd 48 ore de incubare la +28...30°C, cultura se resuspendd in mediul protector lapte
degresat + 12% zaharozi pani la titrul de 10°°...10”, se repartizeazi céte 1,0...2,0 mL
de suspensie in flacoane si se congeleazd rapid la -20°C, dupa care probele se
liofilizeaza. Probele liofilizate sunt sigilate si plasate in frigider la temperatura de
+4°C. Dupd 6 ani de conservare in stare liofilizatd tulpina se reinsaménteaza pentru a
determina activitatea antifungica.

Paralel se pregdtesc culturile de fungi fitopatogeni care sunt inoculate pe mediul
Czapek cu urmitoarea componentd (g/L): zaharozd — 30,0; NaNO; — 3,0; KH,PO, —
1,0; MgS0,-7H,0 — 0,5; KCI - 0,5; FeSO, — 0,01; agar — 20,0; apa distilatd pani la
1,0 litru; pH-ul = 7,0...7,2. Suspensia de spori a fungilor fitopatogeni cu titrul
107...10°® se reinsiméanteaza submers in plicile Petri.

Determinarea activitdtii antifungice a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens
CNMN-BB-07 dupa 6 ani de la liofilizare pe mediul protector lapte degresat + 12%
zaharozd a fost efectuatd conform metodei de difuziune a metabolitilor prin utilizarea
discurilor de gelozi. In calitate de culturi de referinta in experimentul in vitro au fost
folosite tulpinile fitopatogene de micromicete: Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Alternaria alternata, Botrytis cinerea $1 Aspergillus niger. Dupd 4...5 zile de incubare
se masoard zonele de inhibitie aparente in jurul discurilor de geloza.

Proprietatile antifungice pronuntate depistate In urma elabordrii procedeului de
conservare si stimulare a activitafii antifungice a tulpinii Bacillus cereus var.
Sfluorescens CNMN-BB-07 asupra fitopatogenilor prezintd interes din punct de vedere
al extinderii arsenalului de microorganisme cu capacitate antifungicd pronuntati, cu
utilizarea acestora ca agenti de prevenire si protejare a plantelor de cultura.

Rezultatele studiului activitatii antifungice dupd 6 ani de conservare, in urma
liofilizarii tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07 utilizand ca mediu
protector laptele degresat + 12% zaharozd, sunt prezentate in tabel, care relevd o
activitate mai sporitd fatd de cea mai apropiatd solutie. Astfel, datele experimentale
obtinute demonstreazd cd procedeul revendicat manifestd activitate antifungicd mai
sporitd fatd de fitopatogenii Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria
alternata, Botrytis cinerea §1 Aspergillus niger, care depdseste de pand la 1,62 ori
caracteristicile analoage ale procedeului descris in cea mai apropiatd solutie.

Tabel
Activitatea antifungica a tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07,
dupd 6 ani de conservare 1n stare liofilizatd conform procedeului propus in inventie si
celei mai apropiate solutii

Metoda Zona de inhibitie a fungilor fitopatogeni (mm)
utilizatd Fusarium | Fusarium | Alternaria | Botrytis | Aspergillus
oxysporum | solani alternata | cinerea | niger
Conform | Liofilizarea
celei mai | pe mediul
apropiate | succinat de | 23,0£1,1 25,011 | 19,3+1,3 23,717 | 15,0+1,1
solutii Na + 12%
zaharoza
Conform | Liofilizarea
solutiei | pe mediul
propuse | lapte 31,041,1 | 33,7¢1,7 | 30,7+1,3 | 28,7424 | 24,3+1,7
in degresat +
mventie | 12%
zaharoza
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Datele din tabel demonstreazi ci zonele de inhibitie determinate conform
procedeului propus in inventie sunt mai mari si le depasesc de pand la 1,62 ori pe cele
descrise in cea mai apropiatd solutie.

Proprietatile depistate ale tulpinii Bacillus cereus var. fluorescens CNMN-BB-07,
liofilizatd conform procedeului revendicat, prezintd interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de preparate cu actiune antifungicd pronuntatd asupra fungilor
fitopatogeni — ddundtori ai plantelor de cultura.
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BB-07 pe un mediu nutritiv in decurs de 48 ore la temperatura de 28...30°C,
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titru de 10°®...10°, congelarea rapida la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea
la temperatura de + 4°C.

Sef Directie Brevete: GUSAN Ala
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: DUBASARU Nina

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



AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA

RAPORT DE DOCUMENTARE

1. Datele de identificare a cererii

(21) Nr. depozit: 520150150 (32) Data de prioritate recunoscuta:

(22) Data depozit: 2015.11.10 Raport de documentare internationald: [ ] da

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI BIOTEHNOLOGIE AL
ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEIL, MD

(54) Titlul: Procedeu de stimulare a activitatii antifungale a tulpinii Bacillus Cereus var.
Fluorescens CNMN-BB-07 asupra fitopatogenilor

II. Clasificarea obiectului inventiei:

(51) Int.Cl: CI2N 1/04 (2006.01)
CI2N 1/20 (2006.01)
CI2R 1/085 (2006.01)

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

MD - Intern « Documentare Inventii » (inclusiv cereri nepublicate; trunchiere automata
stanga/dreapta): C12N 1/04

CI12N1/20

C12R1/085

conservare

liofilizare

Bacillus cereus

antifungic

"Worldwide" (Espacenet):

EA, CIS (Eapatis):
CI2N 1/04
CI12N1/20
CI12R1/085
KOHCCPBUPOBAHUC
TUOPUITH3 AN
Bacillus cereus
aHTU(yHTATBHBII
SU (nonpublic):
Alte BD —

IV. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate

httpdiscollectionaowfarticle/ 15112013 1453290 pozdmskova/S

V. Documente considerate a fi relevante




Categoria®* | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este Numarul revendicarii

cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate

A, D,C Batir L., Slanina V., Sarbu T., Chiselita O. Activitatea 1
antifungica a unor tulpini autohtone de microorganisme
dupd 3 si 6 ani de conservare in stare liofilizatd. Revista de
Proprietate Intelectuald Intelectus. nr.3, 2015, p. 96-104

UA 49390 C2 2004.06.15

A
A RU 2514023 C1 2014.04.27

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior
general

T — document publicat dupa 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
revendicatd nu poate fu consideratd noud sau
implicand activitate inventivd cand
documentul este luat in consideratie de unul
singur

E - document anterior dar publicat la data depozit
national reglementar sau dupa aceasta data

Y — document de relevantd deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fu considerata ca
implicand activitate inventivd cand
documentul este asociat cu unul sau mai
multe documente de aceiasi categorie

D — document mentionat 1n descrierea cererii de
brevet

O - document referitor la o divulgare orald,
un act de folosire, la o expozitie sau la orice
alte mijloace de divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiata
solutie

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

P - document publicat inainte de data de
depozit, dar dupd data prioritatii invocate

L. — document citat cu alte scopuri

Data finalizarii documentirii 2016.03.24

Examinator DUBASARU Nina




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - SEARCH_REPORT
	Page 7 - SEARCH_REPORT

