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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la un procedeu de conservare a tulpinii
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20, care poate fi utilizat pentru pastrarea
microorganismelor pe un termen indelungat si
utilizarea acestora ca surse de substante
biologic active.

Procedeul, conform inventiei, constd in
cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 pe un mediu nutritiv
in decurs de 72 de ore la temperatura de
26...28°C, suspensionarea culturii intr-un

2

mediu constituit din lapte degresat si 5....10%
vol. solutie ce contine 10 mg/ml de extract de
polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa de
spirulin, pand la titrul de 10°..10° ml?,
congelarea rapida la temperatura de -20°C,
liofilizarea si pastrarea la temperatura de 4°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
majorarea continutului de proteine in biomasa
de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
20 dupa un an de pastrare in stare liofilizata cu
25,32...26,62%.

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 cerevisiae 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,
consists in cultivating the Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20 yeast strain on a
nutrient medium for 72 hours at a temperature
of 26...28°C, suspending the culture in a
medium consisting of skim milk and 5...10%
vol. solution comprising 10 mg/ml of extract of

2
sulfated polysaccharides, obtained from
spirulina biomass, to a titer of 10°...105 ml?,
rapid freezing 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 content in the
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 yeast
biomass after one year of storage in a
lyophilized state by 25.32...26.62%.

Claims: 1

(54) Crioco0 KoHCepBHPOBaHMS IITAMMA JAPOKKeii Saccharomyces cerevisiae

CNMN-Y-20
(57) Pedepar:
1
Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OHMOTEXHONOTMH, a HWMEHHO K Crocody
KOHCEPBUPOBaHHUS nrraMma JPOXOKeit

Saccharomyces  cerevisiae ~ CNMN-Y-20,
KOTOpBIﬁ MOXKET 6I>ITI> HUCIIOJIb30BAaH JIsd

JIONITOBPEMEHHOT'O XpaHeHHst
MHUKPOOPTaHM3MOB U WX HCIOJB30BaHUS B
KauecTBe HACTOYHUKOB OHOJIOrMYECKH
aKTMBHBIX BEILECTB.

Croco0, COIJIACHO U300pETEHHIO,

3aKJII0YaeTcs B KYJIbTUBUPOBAHUHU IITaMMa
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 wna
MUTATEeNILHON cpejie B TeUeHHe 72 4acoB NpH
temriepatype 26...28°C, cycneHANpOBaHUH
KyIbTYpel B Cpele  cocrosuledl  u3

2

obOe3kupeHHoro  Mooka u  5...10%00.
pactBopa comepkamiero 10 Mr/mi skcTpakra
Cynb(aTUPOBAHHBIX MOJTUCAXaPU/IOB,
MOJyYEHHOTO0 M3 OHOMACCHl CIHPYJMHBI, JI0
tutpa 10°...10% m?, GeicTpoe 3amopakuBaHue
mpu Temneparype -20°C, numodunmzanmio u
coxpaHeHue rpu Temneparype 4°C.

TexHUYecKUid  pe3ynbTaT  M300peTeHHs
3aKJIIOYAeTCsl B TOBBINICHUH  COJCPIKAHHS
Oenmka B Omomacce npoxoked Saccharomyces
cerevisiaie CNMN-Y-20 mocne oxmHoro ropa
XpaHeHUs B JHOGHIM3UPOBAHHOM COCTOSHUH
Ha 25,32...26,62%.

I1. opmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un procedeu de conservare a tulpinii de
levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20, care poate fi utilizat pentru péstrarea
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-20 pe un mediu protector constituit din lapte degresat, care dupa un an
de pastrare in stare liofilizatd, dupa 3 pasaje de cultivare, cand tulpina revine la starea sa
fiziologica normald, asigura obtinerea unor valori ale continutului de proteine de 36,47%
din biomasa absolut uscata (BAU) [1].

Dezavantajul acestui procedeu consta in aceea ca continutul de proteine dupa un an de
conservare in stare liofilizata este insuficient de inalt.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de
conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 prin liofilizarea
acesteia, cu utilizarea unui mediu protector ce asigura sporirea continutului de proteine din
biomasa dupa un an de conservare.

Procedeul revendicat consta in cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 pe un mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26...28°C,
suspensionarea culturii intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5....10% vol. solutie ce
contine 10 mg/ml de extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa cianobacteriei
Spirulina platensis CNMN-CB-02, pani la titrul de 10°...10% ml™, congelarea rapida la
temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la temperatura de 4°C.

Polizaharidele sulfatate au fost extrase din biomasa de spirulind cu apa distilata in raport
de 1:45 (m/V) la temperatura de 90°C, timp de 2 ore. Dupa centrifugare timp de 10 min, la
4800 rot./min, la supernatant s-a adaugat solutie de 1% de bromura de cetiltrimetilamoniu
pentru precipitarea polizaharidelor cu centrifugare repetata la aceiasi parametri. Precipitatul
obtinut a fost spalat cu solutie saturatd de acetat de sodiu in alcool de 95%, apoi repetat cu
alcool de 96% (Ratana C., Nattayaporn C., Panya T., Veara L., Suvit T., Boosya B.
Polysaccharide extraction from Spirulina sp. and antioxidant capacity. International Journal
of Biological Macromolecules. 2013, v.58, p.73-78).

Dupa un an de conservare in stare liofilizatd continutul de proteine atinge valori de
45,70 — 46,17% din BAU.

Suplinirea mediului protector cu extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis ce posedd actiune antioxidantd si antiradicalicad
pronuntatd, a contribuit la majorarea confinutului de proteine in biomasa de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea continutului de proteine in biomasa de
levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 dupa un an de péstrare in stare liofilizata cu
25,32...26,62% fata de cea mai apropiata solutie.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

in tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultiva tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, timp de 72 ore la temperatura de 26...28°C, dupa care cultura se
suspensioneaza in mediul protector constituit din lapte degresat si 5% vol. solutie ce
contine 10 mg/ml de extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa de spirulina,
pani la titrul de 10°...10° UFC ml?. Suspensia obtinuti se repartizeaza cite 1,0 ml in
flacoane, se congeleaza rapid la -20°C, dupa care se liofilizeaza. Probele liofilizate sunt
sigilate si plasate in frigider la temperatura de 4°C. Dupa un an de pastrare in stare
liofilizata tulpina se cultiva pe mediul malt agarizat timp de 3 pasaje consecutive, pentru a
reveni la starea fiziologica normala si se determind continutul de proteine in biomasa.

Biomasa obtinuta contine 45,70% proteine din BAU, fata de 36,47% proteine din BAU
conform celei mai apropiate solutii.

Exemplul 2

in tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultiva tulpina Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, timp de 72 ore la temperatura de 26...28°C, dupa care cultura se
suspensioneaza in mediul protector constituit din lapte degresat si 10% vol. solutie ce
contine 10 mg/ml de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa de spirulina, pana la titrul
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de 10°...10° UFC ml?. Suspensia obtinuti se repartizeazi cite 1,0 ml in flacoane, se
congeleaza rapid la -20°C, dupa care se liofilizeaza. Probele liofilizate sunt sigilate si
plasate in frigider la temperatura de 4°C. Dupa un an de pastrare in stare liofilizata tulpina
se cultivd pe mediul malt agarizat timp de 3 pasaje consecutive, pentru a reveni la starea
fiziologica normala si se determina continutul de proteine in biomasa.

Biomasa obtinutd contine 46,17% proteine din BAU, fata de 36,47% proteine din BAU
conform celei mai apropiate solutii.

Sporirea continutului de proteine in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20 in rezultatul conservarii pot pune in evidentd proprietitile tehnologice a
acesteia pentru ulterioara utilizare la producerea industriala.

Tabel
Continutul de proteine in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20
dupa un an de conservare in stare liofilizata

Procedeul utilizat Mediul protector Conc.oextract, Continutul e proteine
% % BAU % M
Conform — celel — mai |\ .0 degresat - 36,47 100,00
apropiate solutii
Conform procedeului | Lapte degresat + 5 45,70 125,32
revendicat extract biologic activ 10 46,17 126,62

15

Datele din tabel demonstreaza majorarea cu 25,32...26,62% a continutului de proteine in
biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 in procedeul propus in inventie
fata de procedeul descris in cea mai apropiata solutie.
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(57) Revendicari:

Procedeu de conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20,
care include cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 pe un
mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26...28°C, suspensionarea culturii
intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5....10% vol. solutie ce contine 10 mg/ml de
extract de polizaharide sulfatate, obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
CNMN-CB-02, pani la titrul de 10°...10% mI?, congelarea rapidi la temperatura de -20°C,
liofilizarea gi pastrarea la temperatura de 4°C.
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