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Inventia se refera la zootehnie, si anume la medii de protectie a spermei de berbeci si poate fi aplicatd pentru
diluarea, conservarea prin refrigerare si pastrarea materialului seminal, ce va contribui la studierea si utilizarea
eficientd a genofondului animal autohton de interes stiintific si practic.

O importanta deosebita in cadrul biotehnologiilor de reproductie il ocupd metodele de conservare, in special mediile
de protectie, care servesc pentru diluarea, conservarea si pastrarea spermatozoizilor, in vederea asigurarii calitatii
inalte a materialului seminal.

Tehnicile de conservare a spermei de berbeci la temperatura de refrigerare sunt cele mai utilizate la aceste animale,
deoarece nu necesitd echipament special si asigurd calitatea materialului seminal la nivel acceptabil. Mediile de
protectie au menirea de a optimiza concentratia spermatozoizilor in probe, a pastra viabilitatea, mobilitatea si
capacitatea lor fecundanta inaltd pe durata conservarii si stocarii la temperaturi joase. De reguld, pentru mentinerea
acestor indici la nivel inalt, mediile de protectie contin diverse substante protective si antioxidante cu rol de
sustinere a metabolismului spermatozoizilor si protectie fata de formele reactive de oxigen si radicalii liberi, care
prin deteriorarea membranelor, provoacd moartea spermatozoizilor, implicit diminuarea calitatii materialului
spermatic.

Actualmente, unele dintre cele mai intens utilizate in acest scop substante sunt galbenusul de ou si citratul de sodiu,
care au efecte benefice asupra viabilitatii si mobilitatii spermatozoizilor pe durata conservarii si pastrarii
materialului seminal prin refrigerare, timp de maxim 48 ore.

Cea mai apropiatd solutie a protocolului de conservare prin refrigerare a spermei de berbec este utilizarea unui
mediu de protectie compus din, % vol.: glucoza 0,8, citrat de sodiu 2,8, galbenus de ou 25, antibiotice 50 000 U,
apa bidistilata restul, care permite pastrarea materialului seminal pe o perioada de 24-48 de ore, mentinand
mobilitatea spermatozoizilor la un nivel de 70-80 % (minimal admisibil pentru utilizare) fata de cea initiala [1].
Dezavantajul acestui procedeu consta in durata foarte mica de pastrare a materialului seminal diluat si refrigerat, de
maxim 48 ore si indicii microbiologici (numarul total de germeni - NTG ce include bacterii si fungi patogeni) inalti
ai probelor. Acest fapt reduce esential calitatea materialului spermatic si perioada posibild de utilizare a materialului
spermatic, ce duce la pierderi semnificative de material genetic valoros, deoarece materialul seminal refrigerat poate
fi inoculat la femele numai in perioada de calduri a ciclului sexual.

Problema pe care o0 rezolva inventia consta in elaborarea unui mediu de protectie pentru diluarea si conservarea prin
refrigerare a materialului seminal, obtinut de la berbecii reproducétori de mare valoare zootehnica, care si asigure
majorarea numarului de spermatozoizi mobili si celor cu miscare rectilinie, diminuarea indicilor microbiologici si
pastrarea mai indelungatd a materialului genetic (pana la 120 ore), protejand spermatozoizii impotriva stresului
asociat cu temperaturile joase si influenta negativa a microorganismelor patogene.

Esenta inventiei constd in aceea cad se propune un mediu de protectie pentru conservarea prin refrigerare a spermei
de berbec, care contine, % vol.: zaharoza 6,4, citrat de sodiu 0,6, galbenus de ou 10, solutie apoasa de 500 mg/ml de
manoproteine 0,6-0,8 si apa bidistilata restul.

Efectul pozitiv este cauzat de introducerea in componenta mediului de protectie a zaharozei si a preparatului
manoproteic biologic activ, obtinut din biomasa de levuri din deseurile industriei de bere, care protejeaza
spermatozoizii de influenta speciilor reactive de oxigen si a radicalilor liberi, asigurdnd integritatea membranelor,
pastreaza mobilitatea spermatozoizilor pe o durata mai lunga de stocare si reduc semnificativ indicii microbiologici
ai probelor.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in prelungirea duratei de stocare a spermei diluate si refrigerate pana la 120 ore,
numarul de spermatozoizi mobili (SM) fiind de 66,3-68,0%, iar a celor cu miscare rectilinie (SMR) de 18,5-25,3%
in functie de concentratia preparatului manoproteic, ce este cu 27,5-30,8% si respectiv 48,0-102,2% mai mult
comparativ cu cea mai apropiata solutie (tabelul 1) si diminuarea titrului microorganismelor patogene cu 11,8-49,1%
in cazul concentratiei 0,6 % vol. si cu 19,6-100% la utilizarea concentratiei de 0,8% vol., fata de valoarea de
referinta (tabelul 2).

Implementarea inventiei va permite:

- majorarea duratei de pastrare a materialului genetic la temperatura de +2 -+4°C de 2,5 ori;

- utilizarea eficienta si rationala a materialului seminal al reproducatorilor valorosi;

- optimizarea metodelor de conservare si utilizare a materialului genetic valoros.

Exemple de realizare a invenriei

Exemplul 1

Se cantiresc 6,4 g de zaharoza si 0,6 g de citrat de sodiu, se dizolva in apa bidistilata (50 ml) intr-o colba de sticla
volumetricd (100 ml), rezistentd la temperaturi inalte. Solutia obtinuta se sterilizeazd timp de 30 de minute la
temperatura de 100°C la baia de apa. Ulterior, solutia se raceste pana la temperatura de 38°C, se adauga 10 ml de
galbenus de ou si 0,6-0,7 ml preparat manoproteic, ce reprezinta o solutie apoasd de 500 mg/ml de manoproteine.
Volumul mediului de protectie obtinut se aduce cu apa bidistilata pana la 100 ml.

Materialul seminal se introduce in mediul de protectie reiesind din 50-100 milioane de spermatozoizi vii per doza
(0,2 ml). Probele se stocheaza pentru pastrare in camera frigorifica la temperatura de +2 -+4°C pe o durata de pana
la 120 de ore.

Procedeul de obtinere a preparatului manoproteic din biomasa de levuri de bere

Se centrifugheaza biomasa de levuri din deseurile industriei de bere cu scopul elimindrii lichidului remanent si se
congeleaza la temperatura de -18°C pentru pastrare. Ulterior, biomasa de levuri de bere decongelata (30 g) se
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amesteca cu 30 ml de solutie tampon fosfat de sodiu, pH 7,8 (raport 1:1). Suspensia obtinutd se supune autolizei la
+37°C sau +45°C timp de 8 ore, cu agitare periodica. Dupd autolizd suspensia se Supune centrifugarii la 3500
rot/min timp de 15 minute, sedimentul restant dupi centrifugare se trateaza cu solutie 1IN NaOH (raport 1:5) la
temperatura de +80+5°C timp de 2 ore. Dupa hidroliza suspensia este supusa centrifugarii la 3500 rot/min timp de
15 minute. Supernatantul alcalin obtinut se sedimenteaza cu alcool etilic de 96% in raport de 1:2. La sedimentare cu
alcool se formeaza fulgi de culoare alb-bej cu consistenta vascoasa care si reprezintd manoproteinele. Lichidul si
sedimentul se separd. Din sediment se obtine preparatul manoproteic de concentratia necesara prin amestecarea cu
apa distilata si se ajusteaza pH-ul pana la 7,0.

Preparatul manoproteic reprezinta o solutie apoasd de 500 mg/ml de manoproteine, contindnd aminoacizi esentiali
0,24 mg/ml, aminoacizi imunoactivi 0,33 mg/ml, macroelemente 4,30 mg/ml (K; P; Na; Mg; Ca), microelemente
2,20 pg/ml (Fe; Al; Mn; Cu; Cr; Mo; Ni; Co; Zn; Se; Ag), poseda activitate antioxidanta totala de 2,9+0,15 mg
trolox echivalent 100 mg B/m si a enzimelor antioxidante catalaza (CAT) si superoxiddismutaza (SOD) de
741,2+44,8 mmol/min la mg proteina si, respectiv, 66,2+2,9 U/mg proteina.

in varianta martor, dupa 120 de ore de pastrare, numarul de spermatozoizi mobili (SM) este de 52,0%, a celor cu
migcare rectilinie (SMR) de 12,5%, iar in mediul revendicat acesti indici sunt cu 27,5-29,8 si respectiv 48,0-78,4%
mai mari decat valoarea de referinta. In acelasi timp, titrul microorganismelor patogene in varianta martor variaza la
nivel de 5,1-5,9 logio0UFC/ml, iar in mediul revendicat este cu 11,8-49,1% mai mic fata de martor.

Exemplul 2

Se cantaresc 6,4 g de zaharoza si 0,6 g de citrat de sodiu, se dizolva in apa bidistilata (50 ml) intr-o colba de sticld
volumetricd (100 ml), rezistentd la temperaturi inalte. Solutia obtinutd se sterilizeaza timp de 30 de minute la
temperatura de 100°C la baia de apa. Ulterior, solutia se riceste pana la temperatura de 38°C, se adaugd 10 ml
gilbenus de ou si 0,8 ml preparat manoproteic. Volumul mediului de protectie obtinut se aduce cu apa bidistilata
pana la 100 ml.

Materialul seminal se introduce in mediul de protectie reiesind din 50-100 milioane de spermatozoizi vii per doza
(0,2 ml). Probele se stocheaza pentru pastrare in camera frigorifica la temperatura de +2 -+4 °C pe o durata de pana
la 120 de ore.

In varianta martor, dupa 120 de ore de pastrare, numarul de spermatozoizi mobili (SM) constituie 52,0%, a celor cu
miscare rectilinie (SMR) 12,5% din valoarea initiala, iar in mediul revendicat acesti indici sunt cu 30,8% si respectiv
102,2% mai mari decat valoarea de referinta. in acelasi timp, titrul microorganismelor patogene in varianta martor
variaza la nivel de 5,1-5,9 log10UFC/ml, iar in mediul revendicat este cu 19,6-100% mai mic fata de martor.

Tabelul 1

Indicii de mobilitate a spermatozoizilor initial si dupa 120 de ore de pastrare pe diferite medii de protectie la
temperatura de +2-+4°C

Dupa diluare La 120 ore de stocare
0, 0
Mediul protector SM, % SM, % | SMR, % | SMR, % S'\d/li’nﬁ’ SM, % Slvclijn % SMR, %
intial la martor initial la martor L la martor S la martor
initial initial

Mediul martor 81,3+4,6 100 39.3+23 100 52,0+6,0 100 12,543,0 100

+0,6% | 91,8508 | 1129 | 51,842,9 | 1318 | 66,3+5,8 | 1275 | 18,5%6,0 | 148,0

+0,7% | 92,5+1,3 | 1138 | 51,8422 | 1318 | 67,544,6 | 1298 | 22,3+7,6 | 178,

Mediul
revendic
at

+0,8% | 92,5+1,3 | 1138 | 51,842,9 | 1318 | 68,0858 | 130,8 | 25,3+7,7 | 202,

Tabelul 2
Indicii microbiologici ai probelor dupa 120 de ore de pastrare pe diferite medii de protectie la temperatura de +2-+4
°C

Mediul martor Mediul revendicat Mediul revendicat
Tulpini - - +0,6% - +0,8%
Titrul, % Titrul, % la martor Titrul, % la martor
logioUFC/ml logioUFC/ml logioUFC/mlI

NTG 5,8 100 5,1 87,9 3,9 67,2
E.coli 51 100 4,5 88,2 41 80,4

Clostridium spp. 5,5 100 4,7 85,5 0 -

Bifidobacterium spp. 5,9 100 4,4 74,6 0 -
Bacillus spp. 5,3 100 4,1 77,4 4,1 77,4
Fungi 5,5 100 2,8 50,9 2,8 50,9

Rezultatele au fost obtinute in cadrul proiectului 20.80009.5107.16 ,,Preparate microbiene biologic active noi pentru
majorarea potentialului reproductiv si productiv al animalelor de interes zootehnic”, finantat de ANCD.




