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1
Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un mediu de protectic pentru
conservarea si pastrarea indelungatd a tulpinii
de actinomicete din genul Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.
Esenta inventiei constd in aceea ¢d mediul
contine, % mas.: gelatind 2,5; glucozd 7,5;

2
extract de glicozide iridoide obtinute din
Verbascum phlomoides 1.. prin extragere cu
solutie etanolicd de 50% 0,0005...0,05 si apa
distilata restul.
Revendicari: 1



(54) Protective medium for the preservation and long-term storage of

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 strain

(57) Abstract:

1
The invention relates to biotechnology,
namely to a protective medium for the
preservation and long-term storage of a strain
of actinomycetes of the genus Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.
Summary of the invention consists in that
the medium comprises, mass %: gelatin 2.5;

2
glucose 7.5; extract of iridoid glycosides
obtained from Verbascum phlomoides L. by
extraction with 50%  ethanol solution
0.0005...0.05 and distilled water the rest.
Claims: 1

(54) 3ammTHANA cpeda 1Jis1 KOHCePBAaLMHA H JJIMTEJbHOr0 XpaHeHHd ITaMMAa

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

(57) Pedepar:

1
Hzobperenue OTHOCUTCS K
OMOTEeXHOIOTHH, a UMCHHO K 3aIllUTHOH Cpee
JUIS KOHCEPBAIMH U JUTHTCIBHOTO XPAHCHUS
ITaMMa aKTHHOMHIICTOB poja Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.
CyImHOCTh H300PCTCHHSA COCTOHT B TOM,
9TO ¢pela COMCPKUT, Mace. %: xemaTuH 2,5;

2
[TI0KO3Y  7,5;  OKCTpakT — HPHIOHIHBIX
[THKO3WIOB  ITONYYeHHBIX U3 Verbascum
phlomoides L. myrem skcrparupoBanusa 50%-
HBIM aTaHonbHBIM pactBopoM 0,0005...0,05 u
JUCTULTUPOBAHHYHO BOJLY OCTAIBHOC.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un mediu de protectic pentru
conservarea si pastrarea indelungatd a tulpinii de actinomicete din genul Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02.

Sunt cunoscute medii de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de actinomicete ce contin
gelatind, zaharozi, glucozd, lapte degresat in diferite concentratii si combindri [1, 2, 3].
Insd, neajunsul acestor medii de protectie constd in viabilitatea scizuta a tulpinilor dupa
liofilizare si pastrare indelungata.

in calitate de cea mai apropiatd solutie a inventiei revendicate este mediul de protectie
pentru liofilizarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, care contine 2,5% gelating,
7,5% glucozd si 1,0...50%vol. extract de polizaharide sulfatate cu o concentratie de 10
mg/ml, obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie Spirulina platensis CNMN-CB-02 [4].

La conservarea tulpinii pe acest mediu de protectie in conditii proxime viabilitatea ei
dupa liofilizare variaza intre 102,9+0,1 si 128,3+6,3%, iar dupa pastrare timp de 1 an intre
99,6+1,6 si 118,9£5,7% din numarul initial, in dependentd de concentratia polizaharidelor
sulfatate.

Dezavantajul acestui mediu constd in faptul cd compozitia lui chimicd asigurd o
viabilitate slaba tulpinii de actinomicete in timpul liofilizarii si pastrarii indelungate.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in diversificarea §i majorarea
asortimentului de substante biologic active naturale cu efect lioprotector si elaborarea unui
mediu de protectie care sa asigure o viabilitate Tnaltd tulpinii dupa liofilizare si pastrarea ei
eficienta la nivel inalt timp de 1 an.

Esenta inventiei constd 1n aceea cd mediul contine, % mas.: gelatind 2,5, glucozd 7,5,
extract de glicozide iridoide obtinute din Verbascum phlomoides L. prin extragere cu
solutie etanolicd de 50% 0,0005...0,05 si apd distilatd restul. Extractul de glicozide
iridoide a fost obtinut din biomasa proaspatd a plantei Verbascum phlomoides (1..). Metoda
de extractie si compozitia biochimicd a extractului sunt prezentate in MD 328 Y
2011.02.28.

Inlocuirea extractului de polizaharide sulfatate in mediul de protectie cunoscut prin
extract de glicozide iridoide de origine vegetala, cu actiune antioxidantd, adaptogend, de
stimulare a regenerdrii tesuturilor si de protectic a membranelor celulare prin reducerca
peroxidarii lipidelor, oferd tulpinii o protectie suplimentard, contribuind astfel la majorarea
viabilitatii tulpinii cu mentinerea ei la nivel inalt pe durata pastrarii indelungate (Ghisalberti
E. L. Biological and pharmacological activity of naturally occurring iridoids and
secoiridoids. Phytomedicine, 1998, v. 5 (2), p. 147-163).

Rezultatul tehnic al inventiei constd In sporirea cu 10,1% a viabilitatii tulpinii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare si cu 5,4% dupd 1 an de pastrare, fata
de cea mai apropiatd solutie (vezi tabelul), prin utilizarea concentratiilor cu pana la 3 ordine
mai mici ale extractului de glicozide iridoide (verbascozide) de origine vegetald. Datorita
includerii In mediul protector a extractului de glicozide iridoide, care manifestd actiune
antioxidantd, adaptogend, de stimulare a regenerarii tesuturilor si de protectic a
membranelor celulare, ce anihileazd efectul negativ al temperaturilor joase, presiunii inalte,
deshidratarii si formelor reactive de oxigen, la care sunt supuse microorganismele in timpul
liofilizarii §i pastrarii indelungate.

Exemplu de realizare a inventiei

in tuburi inclinate pe mediul agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultivd tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 timp de 14 zile, tuburile fiind plasate in termostat la
temperatura de +27°C. Materialul semincer obtinut se transferd in mediul de protectie lichid
cu urmdtoarea componenta: gelatind 2,5%, glucozd 7,5% si extract de glicozide iridoide
(verbascozide) 0,0005...0,05, pani la obtinerea titrului de 10'°...10"* UFC ml. Suspensia
obtinutd se¢ divizeazd céate | ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se congeleaza brusc
la temperatura de minus 50°C. Peste 12 ore se efectueazi liofilizarea la temperatura
condensorului de minus 88...94°C, vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele liofilizate se
sigileazd 1n vid si se pastreaza la temperatura de +4...5°C. Utilizdnd metoda dilutiilor
succesive, probele se Insdmanteazd pe medii agarizate §i se numard unitdtile formatoare de
colonii UFC, péana, dupa liofilizare si peste 1 an de péstrare.



10

15

MD 1235 Z 2018.09.30
4

In varianta martor viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 este de
102,9...128,3% dupa liofilizare si de 99,6...118,9% peste 1 an de pastrare, iar in varianta
conform inventiei de 121,2...130,2% si, respectiv, 112,2...117,0%, ceea ce este cu 10,1 si,
respectiv, 5,4% mai mult.

Viabilitatea tulpinii, dupd liofilizare si pastrare timp de 1 an, se exprimd in procente fatd
de numarul initial de UFC (unitéti formatoare de colonii) si este calculatd conform formulei
BSR = (logAl/logBL) ? 100, unde BSR este viabilitatea in %, logAlL — logaritm zecimal al
numdrului UFC pénd la liofilizare si logBL - logaritm zecimal al numéarului UFC dupa
liofilizare sau pdstrare indelungata (Munoz-Rojas, J., Bernal, P., Duque, E., Godoy, P.,
Segura, A., Ramos, J. Involvement of Cyclopropane Fatty Acids in the Response of
Pseudomonas putida KT2440 to Freeze-Drying. In: Applied Environmental Microbiology.
2006, vol. 72, Ne 1, p. 472-477).

Tabel
Viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pand, dupa liofilizare si 1 an de
pastrare pe medii de protectie cu diferitd compozitie biochimicd

Mediu conform celei Mediu conform inventiei
mai apropiate solutii

Extract de polizaharide sulfatate, %

Extract de glicozide verbascozide, % mas.

mas.: 1...50 0,000 0,005 0,05
pand dupd 1 an dupd 1 an dupd 1 an dupd 1 an
100 102540.1 | 99.6£16 121,2 112.2 130,2 117,0 1251 | 1145
1283563 | 118.9457 £0,6 £1,6 £0,8 £0,6 £20 | 27
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(57) Revendicari:

Mediu de protectie pentru conservarea si pdstrarca iIndelungatd a tulpinii de
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, care contine: gelatind, glucozd, extract de glicozide
iridoide obtinute din Verbascum phlomoides 1. prin extragere cu solufie etanolicd de 50%
si apa distilatd, In urmatorul raport al componentelor, % mas.:

gelatind 2,5

glucozd 7.5

extract de glicozide iridoide din Verbascum phlomoides 1.. 0,0005...0,05
apa distilatd restul.
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