MD 4804 C1 2022.12.31

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

MD 4804 C1 2022.12.31

a1 4804 13C1
(51) Int.Cl: A61D 19/02 (2006.01)
C12N 5/02 (2006.01)
C12N 5/076 (2010.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2021 0026
(22) Data depozit: 2021.04.29

(45) Data publicarii hotirarii de
acordare a brevetului:
2022.05.31, BOPI nr. 5/2022

(71) Solicitanti: INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE BIOTEHNOLOGII iIN ZOOTEHNIE
SI MEDICINA VETERINARA, MD; INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE $I

BIOTEHNOLOGIE, MD

(72) Inventatori: ROTARI Doina, MD; DARIE Grigore, MD; MASNER Oleg, MD; IURCU lulian,
MD; DJENJERA Irina, MD; BESLIU Alina, MD; CHISELITA Natalia, MD;
CHISELITA Oleg, MD; EFREMOVA Nadejda, MD; TOFAN Elena, MD

(73) Titulari: INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE BIOTEHNOLOGII iIN ZOOTEHNIE SI
MEDICINA VETERINARA, MD; INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI

BIOTEHNOLOGIE, MD

(54) Mediu de protectie pentru conservarea prin refrigerare a spermei de berbeci

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la zootehnie, si anume
la medii de protectie a spermei de berbeci si
poate fi aplicatd pentru diluarea, conservarea
prin refrigerare s§i pastrarea materialului
seminal.

Conform inventiei, se propune un
mediu de protectie pentru conservarea prin
refrigerare a spermei de berbeci, care contine,
% vol.: zaharoza 6,4, citrat de sodiu 0,6,
galbenus de ou 10, solutie apoasd de 500

2
mg/ml de manoproteine 0,6-0,8 si apa
bidistilata restul.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in
majorarea duratei de stocare a spermei
refrigerate §i a mobilitatii spermatozoizilor si
reducerea numarului de microorganisme
patogene.

Revendicari: 1



(54) Protective medium for preservation of ram semen by refrigeration

(57) Abstract:
1

The invention relates to animal
husbandry, namely to protective media for ram
semen and can be wused for breeding,
preservation by refrigeration and storage of
seminal material.

According to the invention, a
protective medium for preservation of ram
semen by refrigeration is proposed, containing,
% vol.: sucrose 6.4, sodium citrate 0.6, egg
yolk 10, aqueous solution of 500 mg/mL of

2
mannoproteins 0.6-0.8 and bidistilled water the
rest.

The technical result of the invention
consists in increasing the shelf life of
refrigerated semen and spermatozoid mobility
and reducing the number of pathogenic
microorganisms.

Claims: 1

(54) 3amMTHAas cpe/a AJIA KOHCEPBAIUM MyTeM OXJIasKAeHHs cCliepMbl 0apaHOB

(57) Pedepar:

W3zobpetenne OTHOCHTCS K
JKUBOTHOBOJICTBY, @ HWMEHHO K 3aIlIUTHBIM
cpefaMm Aisl criepMbl OapaHoB, U MOXET OBITH
NPUMEHEHO i1 pa3BelCHUs, KOHCEpPBaIlUH
MyTeM OXJAXKACHUS M XPaHEHUS CEMEHHOTrO
Mmarepuana.

CornacHO H300peTeHUIO, MpeJIaraeTcs
3al[UTHas cpefa AN KOHCEepBallMh IyTeM
OXJIAXJCHUA CIepMbl 0apaHOB, KOTOpas
colepxur, % 00.: caxapozy 6,4, murpar

2

Hatpust 0,6, suuHbld >xkenTok 10, BOIHBIN
pactBop 500 mr/mn manHOompotenHoB 0,6-0,8
1 OUIUCTIIIIMPOBAHHYIO BOAY OCTAIBHOE.

TexHuueckuil pe3ynbrar H300peTeHUs
COCTOUT B YBEIWYEHHH CpOKa XpaHEHHs
OXJIAXKJIEHHOH cHmepMbl U  TOABIKHOCTH
CIIEpMaTO30M/I0B, U YMEHBIICHUH KOJIHMYECTBA
MaTOr€HHBIX MUKPOOPTaHU3MOB.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la zootehnie, si anume la medii de protectie a spermei de berbeci si poate fi
aplicata 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 importantd deosebitd 1n cadrul biotehnologiilor de reproductie 1l ocupa metodele de conservare,
in special mediile de protectie, care servesc pentru diluarea, conservarea §i pastrarea spermatozoizilor, in
vederea asigurarii calitdtii Tnalte a materialului seminal.

Tehnicile de conservare a spermei de berbeci la temperatura de refrigerare sunt cele mai utilizate la
aceste animale, deoarece nu necesita echipament special si asigura calitatea materialului seminal la nivel
acceptabil. Mediile de protectie au menirea de a optimiza concentratia spermatozoizilor in probe, a pastra
viabilitatea, mobilitatea §i capacitatea lor fecundanta 1nalta pe durata conservarii si stocarii la temperaturi
joase. De regula, pentru mentinerea acestor indici la nivel inalt, mediile de protectie contin diverse
substante protective si antioxidante cu rol de sustinere a metabolismului spermatozoizilor §i protectie fata
de formele reactive de oxigen si radicalii liberi, care prin deteriorarea membranelor, provoaca moartea
spermatozoizilor, implicit diminuarea calitatii materialului spermatic.

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

Cea mai apropiata 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, gédlbenus de ou 25,
antibiotice 50 000 UI, 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) fatd de cea initiala [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in durata foarte micd 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 posibila 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 o rezolva inventia constd in elaborarea unui mediu de protectie pentru diluarea si
conservarea prin refrigerare a materialului seminal, obtinut de la berbecii reproducétori de mare valoare
zootehnicd, care sa 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 negativd a
microorganismelor patogene.

Esenta inventiei constd in aceea ca 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 apoasd 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, asigurand
integritatea membranelor, pastreaza mobilitatea spermatozoizilor pe o duratd mai lungd de stocare si
reduc semnificativ indicii microbiologici ai probelor.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in prelungirea duratei de stocare a spermei diluate si
refrigerate pand 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% 1in 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 reproducétorilor valorosi;

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

Exemplul 1

Se cantaresc 6,4 g de zaharoza si 0,6 g de citrat de sodiu, se dizolva in apa bidistilata (50 ml) intr-0
colba de sticla volumetrica (100 ml), rezistenta la temperaturi inalte. Solutia obtinuta se sterilizeaza 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 adaugd 10 ml de galbenus de ou si 0,6-0,7 ml preparat manoproteic, ce reprezintd o solutie
apoasa 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 stocheazd pentru pastrare in camera frigorifica la
temperatura de +2 -+4°C pe o duratd 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 amesteca cu 30 ml de solutie tampon fosfat de sodiu, pH 7,8 (raport 1:1). Suspensia
obtinuta se supune autolizei la +37°C sau +45°C timp de 8 ore, cu agitare periodicd. Dupa autoliza
suspensia se supune centrifugarii la 3500 rot/min timp de 15 minute, sedimentul restant dupa 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 viscoasd care si reprezintd manoproteinele. Lichidul si sedimentul se
separa. 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 reprezintd o solutie apoasd de 500 mg/ml de manoproteine, continand
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 totald de 2,94+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 miscare rectilinie (SMR) de 12,5%, iar in mediul revendicat acesti indici sunt cu 27,5-
298 si respectiv 48,0-78,4% mai mari decdt valoarea de referintd. In acelasi timp, titrul
microorganismelor patogene in varianta martor variaza la nivel de 5,1-5,9 log,UFC/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-o0
colba de sticla volumetrica (100 ml), rezistenta la temperaturi inalte. Solutia obtinuta se sterilizeaza timp
de 30 de minute la temperatura de 100°C 1a baia de apa. Ulterior, solutia se raceste pana la temperatura
de 38°C, se adauga 10 ml galbenus de ou si 0,8 ml preparat manoproteic. Volumul mediului de protectie
obtinut se aduce cu apa bidistilatd 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 referintd. in acelasi timp, titrul
microorganismelor patogene in varianta martor variaza la nivel de 5,1-5,9 logioUFC/ml, iar in mediul
revendicat este cu 19,6-100% mai mic fatd 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

Mediul Dupi diluare La 120 ore de stocare
protector SM, % | SM,% | SMR, % | SMR, SM, % | SM, % | SMR, % | SMR,
intial la initial % la|din la din % la
martor martor | initial martor | initial martor
Mediul martor 81,3+4,6 | 100 39,3+2.3 | 100 52,0+£6,0 | 100 12,5+£3,0 | 100

+0,6% | 91,840,8 | 1129 | 51,842,9 | 131,8 | 66,3£58 | 127,5 | 18,5%6,0 | 148,0

+0,7% | 92,5£1,3 | 1138 | 51,8422 | 131,8 | 67,5+4,6 | 129,8 | 22,3+7.6 | 178,4

Mediul
revend.

+0,8% | 92,5413 | 1138 | 51,842,9 | 131,8 | 68,0458 | 130,8 | 25,3+7,7 | 202,4
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Tabelul 2
Indicii microbiologici ai probelor dupa 120 de ore de pastrare pe diferite medii de protectie la
temperatura de +2-+4 °C

Tulpini Mediul martor Mediul revendicat Mediul revendicat
+0,6% +0,8%
Titrul, % Titrul, % la Titrul, % la
log1o0UFC/ml logio0UFC/mlI martor logio0UFC/mlI martor

NTG 5,8 100 5,1 87,9 3,9 67,2

E. coli 5,1 100 4,5 88,2 4,1 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 1n 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.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Darie G. s.a. Insimantarea artificiala la ovine. Recomandari. Maximovca, 2020, p. 34-35

(57) Revendicari:

Mediu de protectie pentru conservarea prin refrigerare a spermei de berbeci, care contine, % vol.:
zaharoza 6,4, citrat de sodiu 0,6, galbenus de ou 10, solutie apoasd de 500 mg/ml de manoproteine 0,6-0,8
si apa bidistilata restul.
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