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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la un mediu de protectie pentru
liofilizarea si pastrarea indelungata a tulpinii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

Mediul, conform inventiei, contine 7,5%
glucozd, 2,5% gelatina si 0,1...10,0%vol.

2
extract de aminoacizi si oligopeptide cu o
concentratie de 5 mg/ml, obtinut din biomasa
tulpinii de cianobacterie Spirulina platesis
CNMN-CB-02.
Revendicari: 2



(54) Protective medium for lyophilization 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
lyophilization and long-term storage of
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 strain.

The medium, according to the invention,
comprises 7.5% glucose, 2.5% gelatin and

2
0.1...10.0%vol. extract of amino acids and
oligopeptides with a concentration of 5 mg/ml,
obtained from the biomass of Spirulina
platensis CNMN-CB-02  cyanobacterium
strain.
Claims: 2

(54) 3amuTHas cpeaa s JUOQUIN3ANNA U JJIUTEJIbHOI0 XPAHEHUA IITaAMMa

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

(57) Pedepar:
1
Nzo0perenue OTHOCHUTCS K
OMOTEXHOJIOTUY, & UIMEHHO K 3al[UTHOW Cpeie
JUTSE THOGWITA3ANNY U JUTUTEIHHOTO XPaHCHUS
mrramMma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.
Cpena, cormacHO U300PETCHHIO, COJCPKUT
7,5%  mmoko3el, 2,5%  KelaTHHA U

2
0,1...10,0%006. skcTpakTa aMUHOKUCIOT U
OJIMTOMENTHIOB C KOHIEHTpamuen 5 wmr/mi,
MONyYeHHOr0 W3~ OWoMacchl  IITaMMa
nuanobakrepun Spirulina platensis CNMN-
CB-02.
I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un mediu de protectie pentru liofilizarea
si pastrarea indelungata a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 si poate fi aplicata
pentru conservarea, pastrarea, studierea si utilizarea eficientd a genofondului microbian
autohton de interes stiintific si biotehnologic.

Sunt cunoscute medii de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de actinomicete ce contin
gelatind, zaharoza, glucoza, lapte degresat in diferite concentratii si combindri [1, 2]. insa,
neajunsul acestor medii de protectie constd in viabilitatea scazutd a tulpinilor dupa
liofilizare si pastrare indelungata.

in calitate de cea mai apropiati solutie a mediului de protectie revendicat pentru
liofilizarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 poate servi mediul care contine
(%): gelatind 2,5 si glucoza 7,5 [3].

La conservarea tulpinii pe acest mediu de protectie in conditii proxime viabilitatea ei
dupa liofilizare constituie 90,3£2,0%, iar dupa pastrarea timp de 1 an este de 79,1+1,4%
din numarul initial.

Dezavantajul acestui mediu constd in faptul cd compozitia chimicd a mediului nu
asigura o protectie adecvata (deplind) tulpinii de actinomicete in timpul liofilizarii si
pastrarii indelungate, astfel dupa liofilizare obtinandu-se o viabilitate joasa, care scade
semnificativ pe durata pastrarii timp de 1 an.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui mediu de
protectie care asigura viabilitate inaltd tulpinii dupa liofilizare si pastrarea ei eficientd la
nivel inalt timp de 1 an.

Inventia solutioneaza problema prin aceea ca se propune un mediu de protectie pentru
liofilizarea si pastrarea indelungatd a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, care
contine 7,5% glucoza, 2,5% gelatind si 0,1...10,0% vol. extract de aminoacizi si
oligopeptide cu o concentratie de 5 mg/ml, obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie
Spirulina platensis CNMN-CB-02. Totodata extractul de aminoacizi si oligopeptide este
obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie Spirulina platensis CNMN-CB-02 prin
extragere succesiva cu hexan si etanol si fractionare ulterioara (MD 545 G1 1996.05.31).

Suplinirea mediului de protectie cu extract de aminoacizi si oligopeptide de origine
cianobacteriand, care manifestd actiune antioxidanta, de stabilizare a membranelor celulare
si de stimulare a regenerarii tesuturilor, anihileaza efectul negativ al temperaturilor joase,
presiunii inalte, deshidratarii i formelor reactive de oxigen, la care sunt supuse
microorganismele 1n timpul liofilizarii si pastrarii indelungate, oferind tulpinii o protectie
suplimentara, contribuind astfel la majorarea viabilitatii tulpinii si mentinerea ei la nivel
inalt pe durata pastrarii indelungate.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea cu 15,3...20,1% a viabilitatii tulpinii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare si cu 20,6...28,3% dupa 1 an de
pastrare, fatd de cea mai apropiatd solutie (vezi tabelul).

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

in tuburi inclinate cu mediu agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultiva tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 timp de 14 zile, tuburile fiind plasate in termostat la
temperatura de +27°C. Materialul semincer obtinut se transfera in mediul de protectie lichid
cu urmatoarea componenta: 2,5% gelatina; 7,5% glucoza si  0,1% vol. extract de
aminoacizi si oligopeptide (5 mg/ml), obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie
Spirulina platensis CNMN-CB-02, pana la obtinerea titrului de 10%...10" UFC ml™.
Suspensia obtinutd se divizeaza cate 1 ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se
congeleaza brusc la temperatura de minus 50°C. Peste 12 ore se efectucaza liofilizarea la
temperatura condensorului de minus 88..94°C, vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele
liofilizate se sigileaza in vid si se pastreaza la temperatura de +4...5°C.

In varianta martor viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 este de
90,3,2+2,0% dupa liofilizare si de 79,1£1,4% peste 1 an de pastrare, iar in varianta conform
inventiei este de 105,6+0,7 si, respectiv, 101,1£3,4%, ceea ce este cu 15,3 si, respectiv,
22,0 % mai mult.
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Exemplul 2

in tuburi inclinate cu mediu agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultiva tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 timp de 14 zile, tuburile fiind plasate in termostat la
temperatura de +27°C. Materialul semincer obtinut se transfera in mediul de protectie lichid
cu urmatoarea componenta: 2,5% gelatina; 7,5% glucoza si 1,0% vol. extract de
aminoacizi si oligopeptide (5 mg/ml), obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie
Spirulina platensis CNMN-CB-02, pana la obtinerea titrului de 10%...10" UFC ml™.
Suspensia obtinutd se divizeaza cate 1 ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se
congeleaza brusc la temperatura de minus 50°C. Peste 12 ore se efectucaza liofilizarea la
temperatura condensorului de minus 88..94°C, vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele
liofilizate se sigileaza in vid si se pastreaza la temperatura de +4...5°C. Viabilitatea tulpinii
liofilizate se exprima in procente fatd de numarul initial de UFC (unitati formatoare de
colonii).

In varianta martor viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 este de
90,3+2,0% dupa liofilizare si de 79,1+1,4% peste 1 an de pastrare, iar in varianta optimizata
este de 106,2+0,5 si, respectiv, 99,7+7,1%, ceea ce este cu 15,9 si, respectiv, 20,6% mai
mult.

Exemplul 3

in tuburi inclinate cu mediu agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultiva tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 timp de 14 zile, tuburile fiind plasate in termostat la
temperatura de +27°C. Materialul semincer obtinut se transfera in mediul de protectie lichid
cu urmatoarea componentd: 2,5% gelatina; 7,5% glucoza si 10,0% vol. extract de
aminoacizi si oligopeptide (5 mg/ml), obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie
Spirulina platensis CNMN-CB-02, pana la obtinerea titrului de 10%...10" UFC ml™.
Suspensia obtinutd se divizeaza cate 1 ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se
congeleaza brusc la temperatura de minus 50°C. Peste 12 ore se efectueaza liofilizarea la
temperatura condensorului de minus 88..94°C, vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele
liofilizate se sigileaza in vid si se pastreaza la temperatura de +4...5°C.

In varianta martor viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 este de
90,3+2,0% dupa liofilizare si de 79,1+1,4% peste 1 an de pastrare, iar in varianta conform
inventiei este de 110,4+1,1 si, respectiv, 107,4+£2,3%, ceea ce este cu 20,1 si, respectiv,
28,3% mai mult.

Viabilitatea tulpinii dupa liofilizare si pastrare timp de 1 an se exprima in procente fata
de numarul initial de UFC (unitati formatoare de colonii) si este calculatd conform formulei
BSR = (logAL/logBL) ? 100 ( 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 pana, dupa liofilizare si la 1 an de
pastrare pe mediul proxim si pe mediu de protectie cu extract de aminoacizi si oligopeptide
de origine cianobacteriana

Mediul proxim Mediu cu adaos de extract de aminoacizi si oligopeptide

(5 mg/ml), (% vol.)

Gelatina 2,5%+ 0,1 1,0 10,0

glucoza 7,5%

Viabilitatea, %

pana | dupd | lan | pana | dupa lan | pana | dupa lan | pand | dupa 1lan
100 | 90,3+ | 79,1+ | 100 | 105,6+ | 101,1+ | 100 | 106,2+ | 99,7+ | 100 | 110,4+ | 107,4+
2,0 1,4 0,7 3,4 0,5 7,1 1,1 2,3
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(57) Revendicari:

1. Mediu de protectie pentru liofilizarea s§i pastrarea indelungata a tulpinii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, care contine 7,5% glucoza, 2,5% gelatind si
0,1...10,0%vol. extract de aminoacizi si oligopeptide cu o concentratie de 5 mg/ml, obtinut
din biomasa tulpinii de cianobacterie Spirulina platensis CNMN-CB-02.

2. Mediu, conform revendicarii 1, in care extractul de aminoacizi si oligopeptide este
obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie Spirulina platensis CNMN-CB-02 prin
extragere succesiva cu hexan i etanol si fractionare ulterioara.
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