MD 1381 Z 2020.05.31

MD 1381 Z 2020.05.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

an 1381 a3 Z
(51) Int.Cl: CI2N 1/04 (2006.01)
CI2N 1/16 (2006.01)
CI2N 1/20 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2018 0112
(22) Data depozit: 2018.11.27

(45) Data publicirii hotirarii de
acordare a brevetului:
2019.10.31, BOPI nr. 10/2019

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI BIOTEHNOLOGIE, MD
(72) Inventatori: BATIR Ludmila, MD; DJUR Svetlana, MD; RUDI Liudmila, MD; RUDIC Valeriu,

MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI BIOTEHNOLOGIE, MD

(54) Procedeu de conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-

Y-21

(57) Rezumat:
1

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

Procedeul, conform inventiei, include
cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisine CNMN-Y-21 pe un mediu nutritiv
in decurs de 72 de ore la temperatura de
26...28°C, suspensionarea culturii pana la titrul
de 10°..10° ml"! intr-un mediu constituit din

2
lapte degresat si  5...10% vol. solutie
hidroetanolici care contine 5 mg/ml de extract
de aminoacizi §i oligopeptide, obtinut din
biomasa de spirulind, congelarca rapidd a
suspensiei la temperatura de -20°C, liofilizarea
si pstrarea la temperatura de 4°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
majorarca continutului de proteine  si
carbohidrati in  biomasa de  levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 dupa
un an de pastrare in stare liofilizatd respectiv
cu 9,35...52,86% si 11,16...18,59%.

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,
comprises 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 to a titer
of 10°...10° ml! in a medium consisting of
skim milk and 5...10% vol. water-ethanol
solution, comprising 5 mg/ml of amino acid

2
and oligopeptide extract, obtained from
spirulina biomass, rapid freezing of suspension
at a temperature of -20°C, lyophilization and
storage at a temperature of 4°C.

The technical result of the invention
consists in increasing the protein and
carbohydrate content in the Saccharomyces
cerevisine CNMN-Y-20 yeast biomass after
one year of storage in a lyophilized state by
9.35...52.86% and 11.16...18.59%
respectively.

Claims: 1

(54) Cnnoco0 KoHCepBHPOBAHHS IITAMMA APOK:KeH Saccharomyces cerevisiae

CNMN-Y-21
(57) Pedepar:
1
H3obpercHue OTHOCHTCS K
OMOTCXHOJOTMH, a HWMCHHO K CIOCOo0y
KOHCEPBHPOBAHUA mramMMa JPOsKIKEH

Saccharomyces  cerevisice ~ CNMN-Y-21,
KOTOPBIi MOXKET OBITh HCIIONB30BaH IS
JOATOBPEMEHHOTO XPaHCHHA
MHKPOOPTAHU3MOB H HX HCHOIb30BAHHA B

KAYCCTBC HUCTOYHHKOB OHMOJIOTHIECKH
AKTHBHBIX BCIICCTB.

Cmoco0, COTJIACHO H300PCTCHUIO,
BKIIIOYACT KYJIbTHUBUPOBAHUC mTaMMa

Saccharomyces cerevisiee CNMN-Y-21 Ha
MUTATEIBHON CpeAe B TCUCHHE 72 4acOB IpPH
Temmepatype 26..28°C, cyCHneHIUpOBAHHE
KynbTypel g0 tatpa 10°..10° wmur! B cpene,
cocrodIiel M3 00€3KHPEHHOIO MOJOKA H

2

5...10% 06. BOAHO-3TAHONBHOTO PAcCTBOPA,
COJICPIKAILETO 5 MI/MIT JKCTPAKTa
AMHUHOKHUCJIOT U OJIUTrONCUTUAOB, MOJTYUICHHOTO
n3  OmoMaccel  CIHUPYJIHHBL, 6vIcTpOC
3aMOPA’KUBAHHE CYCICH3UH MPH TEMIICPAType
-20°C, mmounm3ammro W COXpaHCHHE IPH
temmeparype 4°C.

TexHudeCKHit  pe3ynbTaT  H300pEeTEHHA
3aKIFOYACTCS. B IOBBIIICHHH COJCPYKAHUA
O6enka W YIIIEBOAOB B OmOMAacce ApPOXGKEH
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 nocne
OJHOTO roga XPaAHCHUSA B
THO(HIH3HPOBAHHOM COCTOSHHH
COOTBETCTBCHHO HA 9,35...52,86% H
11,16...18,59%.

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-21, 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-21 pe un mediu protector constituit din lapte degresat, care dupd un an
de pastrare in stare liofilizatd, dupd 3 pasaje de cultivare cand tulpina revine la starea sa
fiziologicA normald, asigurd obtinerea unor valori ale continutului de proteine si
carbohidrati de 35,32% si 23,08% din biomasa absolut uscatd (BAU), respectiv [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea cd continutul substantelor bioactive
(proteinelor si carbohidratilor) dupd un an de conservare in stare liofilizatd, este insuficient
de inalt.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventic constd in elaborareca unui procedeu de
conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 prin liofilizarea
acesteia, cu utilizarea unui mediu protector ce asigurd stimularea continutului de proteine si
carbohidrati dupa un an de conservare.

Procedeul revendicat constd in cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-21 pe un mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26...28°C,
suspensionarea culturii pand la titrul de 10°...10° ml"' intr-un mediu constituit din lapte
degresat si 5...10% vol. solutic hidroctanolicd care contine 5 mg/ml de extract de
aminoacizi §i oligopeptide, obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-
CB-02 prin extragerea repetatd a biomasei cu etanol de 75% cu centrifugarea, unirea
supernatantelor si prelucrarea cu hexan, dupd care se efectucazd congelarca rapidd a
suspensiei la temperatura de -20°C, liofilizarea si pdstrarea la temperatura de +4°C.

Extragerea biomasei de spirulind se efectucaza repetat timp de 1 ord cu etanol de 75% in
raport de 1:1 (m/v), iar prelucrarea supernatantului cu hexan - in raport de 4:1 (v/v).
Concentratia extractului de aminoacizi §i oligopeptide in solutia hidroctanolicd obtinuti
este standardizata la valoarea de 5 mg/ml.

Dupd un an de conservare in stare liofilizatd continutul de proteine atinge valori de
38,62 — 53,99% din BAU iar cel de carbohidrati de 25,65...27,37% din BAU.

Suplinirea mediului protector cu extract de aminoacizi si oligopeptide, obtinut din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis ce posedd actiune antioxidantd si antiradicalica
pronuntatd, a contribuit la majorarea continutului de proteine si carbohidrati in biomasa
levurii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea continutului de proteine si carbohidrati
in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 dupd un an de pdstrare in
stare liofilizatd respectiv cu 9,35...52,86% si 11,16...18,59%.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

In tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultivi tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-21, timp de 72 ore la temperatura de 26..28°C, dupad care cultura se
suspensioneazd in mediul protector constituit din lapte degresat si 5% vol. extract de
aminoacizi si oligopeptide obtinut din biomasa de spirulind, pini la titrul de 10°...10° UFC
ml™. Suspensia obtinutii se repartizeazi cite 1,0 ml in flacoane, se congeleazi rapid la -
20°C, dupa care se liofilizeazd. Probele liofilizate sunt sigilate si plasate in frigider la
temperatura de 4°C. Dupd un an de pistrare in stare liofilizatd tulpina se cultivd pe mediul
malt agarizat timp de 3 pasaje consecutive, pentru a reveni la starea fiziologicd normala si
se determind continutul de proteine si carbohidrati in biomasa.

Biomasa obtinutd contine 53,99% proteine si 25,65% carbohidrati din BAU, fatd de
35,32% proteine si 23,08% carbohidrati, conform celei mai apropiate solutii.

Exemplul 2

In tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultivi tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-21, timp de 72 ore la temperatura de 26..28°C, dupad care cultura se
suspensioneazd in mediul protector constituit din lapte degresat si 10% vol. extract de
aminoacizi si oligopeptide obtinut din biomasa de spirulind, pini la titrul de 10°...10° UFC
ml ™. Suspensia obtinutii se repartizeazi cite 1,0 ml in flacoane, se congeleazi rapid la -



10

MD 1381 Z 2020.05.31
4

20°C, dupa care se liofilizeazd. Probele liofilizate sunt sigilate si plasate in frigider la
temperatura de 4°C. Dupd un an de pastrare in stare liofilizatd tulpina se cultivd pe mediul
malt agarizat timp de 3 pasaje consecutive, pentru a reveni la starea fiziologicd normala si
se determind continutul de proteine si carbohidrati in biomasa.

Biomasa obtinutd contine 38,62% proteine si 27,37% carbohidrati din BAU, fati de
35,32% proteine si 23,08% carbohidrati, conform celei mai apropiate solutii.

Sporirea continutului de proteine si carbohidrati in biomasa levurii Saccharomyces
cerevisiie CNMN-Y-21 in rezultatul conservirii pot pune in evidentd proprictitile
tehnologice a acesteia pentru ulterioara utilizare la producerea industriala.

Tabel

Continutul de proteine si carbohidrati in biomasa levurii Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-21 dupd un an de conservare in stare liofilizati

Conc. . . Continutul de
Procedeul utilizat Mediul protector extract, Continutul de proteine carbohidrati
% % BAU % M % BAU % M
Conform  celei  mai | | georesat _ 3532 [ 100,00 | 23,08 100,00
apropiate solutii
Conform procedeului | Lapte degresat + extract | 5 53,99 152,86 25,65 111,16
revendicat aminoacizi si oligopeptide 10 38,62 109,35 27,37 118,59
Datele din tabel demonstreaza majorarea cu 9,35...52,86% a continutului de proteine si
15 cu 11,16...18,59% a continutului de carbohidrati in biomasa levurii Saccharomyces

cerevisine CNMN-Y-21 in procedeul propus in inventie fatd de procedeul descris in cea
mai apropiatd 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
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(57) Revendicari;

Procedeu de conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21,
care include cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 pe un
mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26...28°C, suspensionarea culturii
pand la titrul de 10°...10° mI"! intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5....10% vol.
solutie hidroctanolicd care contine 5 mg/ml de extract de aminoacizi si oligopeptide, obtinut
din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-02 prin extragerea repetatd a
biomasei cu etanol de 75% cu centrifugarea, unirea supernatantelor si prelucrarea cu hexan,
dupi care se efectucaza congelarea rapidd a suspensiei la temperatura de -20°C, liofilizarea
si pstrarea la temperatura de 4°C.
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