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(57) Rezumat:
1

Inventia se¢ referd la biotechnologie, si
anume la un procedeu de conservare a tulpinii
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20, care poate fi utilizat pentru pdstrarca
microorganismelor pe un termen indelungat si
utilizarea acestora ca surse de substante
biologic active.

Procedeul, conform inventiei, constd in
cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisine CNMN-Y-20 pe un mediu nutritiv
in decurs de 72 de ore la temperatura de
26...28°C, suspensionarea culturii intr-un

2

mediu constituit din lapte degresat si 5....10%
vol. solutie ce contine 10 mg/ml de extract de
polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa de
spirulin, pand la titrul de 10°..10° ml?,
congelarea rapidd la temperatura de -20°C,
liofilizarea si pastrarea la temperatura de 4°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
majorarca continutului de proteine in biomasa
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20 dupd un an de pastrare in stare liofilizata cu
25,32...26,62%.

Revendicari: 1



(54) Process for preserving the Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 yeast strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a process for preserving the
Saccharomyces cerevisice CNMN-Y-20 yeast
strain, which can be used for long-term storage
of microorganisms and their use as sources of
biologically active substances.

The process, according to the invention,
consists in cultivating the Saccharomyces
cerevisine CNMN-Y-20 yeast strain on a
nutrient medium for 72 hours at a temperature
of 26...28°C, suspending the culture in a
medium consisting of skim milk and 5...10%
vol. solution comprising 10 mg/ml of extract of

2
sulfated polysaccharides, obtained from
spirulina biomass, to a titer of 10°...10° ml™,
rapid freezing at a temperature of -20°C,
Iyophilization and storage at a temperature of
4°C.

The technical result of the invention
consists in increasing the protein content in the
Saccharomyces cerevisice CNMN-Y-20 yeast
biomass after one year of storage in a
lyophilized state by 25.32...26.62%.

Claims: 1

(54) Cnnoco0 KoHCepBHPOBAHHS IITAMMA APOK:KeH Saccharomyces cerevisiae

CNMN-Y-20
(57) Pedepar:
1
H3obpercHue OTHOCHTCS K
OMOTCXHOJOTMH, a HWMCHHO K CIOCOo0y
KOHCEPBHPOBAHUA mramMMa JPOsKIKEH

Saccharomyces  cerevisiae ~ CNMN-Y-20,
KOTOPBIi MOXKET OBITh HCIIONB30BaH IS
JOATOBPEMEHHOTO XPaHCHHA
MHKPOOPTAHU3MOB H HX HCHOIb30BAHHA B

KA4YCCTBC HCTOYHHKOB OHOJIOTHYCCKH
AKTHBHBIX BCIICCTB.
Cnoco0, COTJIACHO H300pETEHMIO,

3AKTIOMACTCA B KYJABTHBHPOBAHHM IITAMMA
Saccharomyces cerevisice CNMN-Y-20 Ha
MUTATEIBHON CpeAe B TCUCHHE 72 4acOB IpPH
Temmeparype 26..28°C, CyCHeHIUPOBAHHHU
KyIbTYypel B  Cpede  COCTOAmEeH — u3

2

obekupeHHoro  Moioka u - 5...10%00.
pactBopa coaepskamiero 10 Mr/mur 3KcTpakra
CyIb(haTHPOBAHHBIX TIOJINCAXAPUIOB,
MOJYYCHHOTO0 W3 OMOMAcCChl CIMPYIHHBI, 11O
taTpa 10°...10° Mur!, GBICTPOE 3aMOPAKHBAHKE
mpu Temmeparype -20°C, mmomimzanmio u
coxpaneHue mpu Temneparype 4°C.

TexHudeCKHit  pe3ynbTaT  H300pEeTEHHA
3aKIFOYACTCS. B IOBBIIICHHH COJCPYKAHUA
b6enka B Omomacce nposoreil Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 mocne OmHOTO roja
XpaHCHHUA B J'II/IO(I)I/IJ'II/ISI/IPOB&HHOM COCTOAHHH
Ha 25,32...26,62%.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de conservare a tulpinii de
levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, care poate fi utilizat pentru pdstrarca
microorganismelor pe un termen indelungat si utilizarea acestora ca surse de substante
biologic active.

In prezent este cunoscut un procedeu de conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 pe un mediu protector constituit din lapte degresat, care dupd un an
de pastrare in stare liofilizatd, dupa 3 pasaje de cultivare, cand tulpina revine la starca sa
fiziologicd normald, asigurd obtinerea unor valori ale continutului de proteine de 36,47%
din biomasa absolut uscatd (BAU) [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea ci continutul de proteine dupa un an de
conservare in stare liofilizati este insuficient de inalt.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de
conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 prin liofilizarea
acesteia, cu utilizarea unui mediu protector ce asigurd sporirea continutului de proteine din
biomasa dupd un an de conservare.

Procedeul revendicat constd in cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 pe un mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26...28°C,
suspensionarea culturii intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5....10% vol. solutie ce
contine 10 mg/ml de extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa cianobacteriei
Spirulina platensis CNMN-CB-02, pani la titrul de 10°..10° ml™, congelarea rapidi la
temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la temperatura de 4°C.

Polizaharidele sulfatate au fost extrase din biomasa de spirulind cu api distilati in raport
de 1:45 (m/V) la temperatura de 90°C, timp de 2 ore. Dupi centrifugare timp de 10 min, la
4800 rot./min, la supernatant s-a adaugat solutic de 1% de bromura de cetiltrimetilamoniu
pentru precipitarea polizaharidelor cu centrifugare repetata la aceiasi parametri. Precipitatul
obtinut a fost spalat cu solutie saturati de acetat de sodiu in alcool de 95%, apoi repetat cu
alcool de 96% (Ratana C., Nattayaporn C., Panya T., Veara L., Suvit T., Boosya B.
Polysaccharide extraction from Spirulina sp. and antioxidant capacity. International Journal
of Biological Macromolecules. 2013, v.58, p.73-78).

Dupd un an de conservare in stare liofilizatd continutul de proteine atinge valori de
45,70 — 46,17% din BAU.

Suplinirea mediului protector cu extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis ce posedd actiune antioxidantd si antiradicalici
pronuntatd, a contribuit la majorarea continutului de proteine in biomasa de levuri
Saccharomyces cerevisiaie CNMN-Y-20.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea continutului de proteine in biomasa de
levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 dupd un an de pistrare in stare liofilizatad cu
25,32...26,62% fati de cea mai apropiata solutie.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

in tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultivd tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, timp de 72 ore la temperatura de 26..28°C, dupad care cultura se
suspensioneazd 1n mediul protector constituit din lapte degresat si 5% vol. solutie ce
contine 10 mg/ml de extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa de spirulini,
pana la titrul de 10°...10° UFC ml™. Suspensia obtinuti se repartizeazi cite 1,0 ml in
flacoane, se congeleazd rapid la -20°C, dupa care se liofilizeazi. Probele liofilizate sunt
sigilate si plasate in frigider la temperatura de 4°C. Dupd un an de pdstrare in stare
liofilizatd tulpina se cultivd pe mediul malt agarizat timp de 3 pasaje consecutive, pentru a
reveni la starea fiziologicd normali si se determind continutul de proteine in biomasa.

Biomasa obtinutd contine 45,70% proteine din BAU, fata de 36,47% proteine din BAU
conform celei mai apropiate solutii.

Exemplul 2

in tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultivd tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, timp de 72 ore la temperatura de 26..28°C, dupad care cultura se
suspensioncazd in mediul protector constituit din lapte degresat si 10% vol. solutie ce
contine 10 mg/ml de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa de spirulind, pand la titrul
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de 10°...10° UFC ml!'. Suspensia obtinuti se repartizeaza cite 1,0 ml in flacoane, se
congeleaza rapid la -20°C, dupd care se liofilizeaza. Probele liofilizate sunt sigilate si
plasate in frigider la temperatura de 4°C. Dupa un an de pastrare in stare liofilizata tulpina
se cultivd pe mediul malt agarizat timp de 3 pasaje consecutive, pentru a reveni la starea
fiziologica normala si se determind continutul de proteine in biomasa.

Biomasa obtinutd contine 46,17% proteine din BAU, fati de 36,47% proteine din BAU
conform celei mai apropiate solutii.

Sporirea continutului de proteine in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 in rezultatul conservarii pot pune in cvidentd proprictitile tehnologice a
acesteia pentru ulterioara utilizare 1a producerea industriald.

Tabel
Continutul de proteine in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20
dupi un an de conservare in stare liofilizata

Procedeul utilizat Mediul protector Cone. extract, Continutul de proteine
% % BAU % M
Conform celel  mai | 0 qoorocar _ 36,47 100,00
apropiate solutii
Conform  procedeului | Lapte degresat + 5 45,70 125,32
revendicat extract biologic activ 10 46,17 126,62

15

Datele din tabel demonstreazd majorarea cu 25,32...26,62% a continutului de proteine in
biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 in procedeul propus in inventie
fata de procedeul descris in cea mai apropiata solutie.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Bateip JI, ixyp C., Beipca M., Pomka M. U3meHeHHEe OMOXMMHYECKOTO COCTaBa
HCKOTOPBIX KYIBTYP IPOXOKCH IMOCIC T0Ja XPAHCHHSA B AHO(DIIH3HPOBAHHOM COCTOSHHH.
XII  MexaynapogHasd Hay4yHO-TIpakTHueckas Kou(pepenumus European  Scientific
Conference. IMensa, 7.11.2018, p. 12-15

(57) Revendicari;

Procedeu de conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20,
care include cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe un
mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26...28°C, suspensionarea culturii
intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5....10% vol. solutie ce contine 10 mg/ml de
extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
CNMN-CB-02, pani la titrul de 10°...10° m1!, congelarea rapidi la temperatura de -20°C,
liofilizarea si pastrarea la temperatura de 4°C.
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