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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-
21, care poate fi utilizat pentru pastrarea
microorganismelor pe un termen indelungat si
utilizarea acestora ca surse de substante
biologic active.

Procedeul, conform inventiei, include
cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-21 pe un mediu nutritiv
in decurs de 72 de ore la temperatura de 26-
28°C, suspensionarea culturii pana la titrul de
10°-10% mI* intr-un mediu constituit din lapte
degresat si 5-10% vol. solutie care contine 10

2
mg/ml de extract, obtinut din biomasa de
spirulind prin extragere succesiva cu solutie
alcoolica de 20-30% si solutie de NaOH de
0,45%, congelarea rapidi a suspensiei la
temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea
la temperatura de 4°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
majorarea  continutului de proteine  si
carbohidrati in  biomasa de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 dupa
un an de pastrare in stare liofilizatd respectiv
cu 35,31-37,03% si 35,62-39,56%.

Revendicari: 1



(54) Process for preserving the Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 yeast strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a process for preserving the
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 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,
comprises cultivation of Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-21 strain on a nutrient
medium for 72 hours at a temperature of 26-
28°C, suspension of the culture to a titer of
10%-10° ml in a medium consisting of skim
milk and 5-10% vol. of a solution comprising
10 mg/ml of extract, obtained from spirulina

2
biomass by sequential extraction with 20-30%
alcohol solution and 0.45% NaOH solution,
rapid freezing of the suspension 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 and
carbohydrate content in the biomass of
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 yeast
after one year of storage in a lyophilized state
by 35.31-37.03% and  35.62-39.56%,
respectively.

Claims: 1

(54) Crioco6 KoHCepBHPOBaHMS IITAMMA JAPOKKeii Saccharomyces cerevisiae

CNMN-Y-21
(57) Pedepar:
1
Hzo0perenue OTHOCHUTCS K
OHMOTEXHONOTHH, a HWMEHHO K CIocody
KOHCEPBUPOBaHHUS nIraMma JPOXOKeit

Saccharomyces  cerevisiae ~ CNMN-Y-21,
KOTOpI:IfI MOXKET 6I>ITI> HUCIIOJIB30BAH JIsd

JIONITOBPEMEHHOT'O XpaHeHHs
MHUKPOOPTaHM3MOB U WX HCIOJB30BAHUS B
KayecTBe HUCTOYHUKOB OHOJIOTMYECKU
AKTUBHEIX BELIECTB.

Croco0, COIJIACHO M300pETEHHIO,
BKJIIOUYAET KYJbTUBUPOBAHHE IraMMa

Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 wHa
MUTATEIbHOW Cpefie B TeueHue 72 4acoB MpHU
temriepatype  26-28°C,  cycmenampoBaHue
KyabTypsl 10 Tutpa 105-10° mn! B cpene,
cocTosie M3 00e3KUPEHHOr0 MOJIOKa U 5-
10% 00. pactBopa, comepxkamiero 10 mr/mi

2

9KCTpPaKTa, TMOJYYEHHOrOo W3  Ouomaccel
CIHPYITUHBI TIOCJI€0BATEIEHBIM
skctparupoBanueM 20-30%-HbIM CIUPTOBBIM
pactBopom u 0,45%-nbIM pactBopom NaOH,
ObIcTpOe 3aMOpaXMBaHWE CYCHEH3MH IIpH
temneparype -20°C, modunmzaimo u
coxpaHeHue 1pu Temneparype 4°C.

TexHUYecKHid  pe3ynbTaT  M300peTeHHs
3aKJII0YAeTCsl B IOBBINIEHHH  COJEPIKaHMS
Oenka W YriaeBojIoB B Ouomacce IpoxoKen
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 nocie
OJTHOTO roza XpaHeHHsI B
JMOQHUITU3UPOBAHHOM COCTOSIHUT
coorBercTtBenno Ha 35,31-37,03% u 35,62-
39,56%.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de conservare a tulpinii de levuri
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21, 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-21 pe mediul protector constituit din lapte degresat, care dupd un an de
pastrare in stare liofilizata, dupa 3 pasaje de cultivare, cand tulpina revine la starea sa fiziologica
normald, asigurd obtinerea unor valori ale continutului de proteine si carbohidrati de 35,32% si
23,08% din biomasa absolut uscata, respectiv [1].

Dezavantajul acestui procedeu consta in aceea ca continutul substantelor bioactive (proteinelor
si carbohidratilor) dupa un an de conservare in stare liofilizata, este insuficient de inalt.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui procedeu de conservare
a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 prin liofilizarea acesteia, cu utilizarea
unui mediu protector ce asigura stimularea continutului de proteine si carbohidrati dupd un an de
conservare.

Procedeul revendicat consta in cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-21 pe un mediu nutritiv in decurs de 72 de ore la temperatura de 26-28°C, suspensionarea
culturii pand la titrul de 10°-10° mI? intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5-10% vol.
solutie care contine 10 mg/ml de extract, obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
CNMN-CB-02, congelarea rapida a suspensiei la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la
temperatura de 4°C, totodata extractul este obtinut prin extragerea biomasei cu solutie alcoolica de
20-30% cu separarea sedimentului, uscarea la temperatura 40-45°C, extragerea repetatd cu solutie
de NaOH de 0,45% timp de 60 si 30 min la agitare cu centrifugarea, separarea sedimentelor si
unirea supernatantelor, dializa pana la pH 7,5-8,5 si diluarea cu apa pana la concentratia de 1%
mas. de substante uscate.

Dupa un an de conservare in stare liofilizata continutul de proteine atinge valori de 47,79-
48,40% din BAU iar cel de carbohidrati de 31,30-32,21% din BAU.

Suplinirea mediului protector cu extract bioactiv obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis ce posedad actiune antioxidanta si antiradicalicd pronuntatd a contribuit la majorarea
continutului de proteine si carbohidrati in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-
21.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea continutului de proteine si carbohidrati in
biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 dupd un an de pastrare in stare
liofilizata respectiv cu 35,31-37,03% si 35,62-39,56%.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima datd in calitate de
mediu protector pentru liofilizarea levurilor Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 se utilizeaza
laptele degresat combinat cu extractul biologic activ obtinut din biomasa de spirulina.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Procedeul de obtinere a extractului din biomasa de spirulina se realizeaza in felul urmator. La
1000 ml de biomasa de spirulina (100 mg/ml) se adauga 1000 ml alcool de 30%, se agitd timp de
60 min si se centrifugheaza la 3500 rot/min timp de 20 min. Precipitatul obtinut este uscat la 40-
50°C si supus extractiei cu 500 ml de solutie de NaOH de 0,45%, timp de 60 min la agitare
permanenta. Dupa centrifugarea la 3500 rot/min la precipitat se adauga 200 ml de solutie de NaOH
de 0,45% si se extrage timp de 30 min. Dupa centrifugare supernatantele se reunesc si sunt supuse
dializei pana la pH 7,5-8,5 si diluarea cu apa pana la concentratia de 1% mas. de substante uscate.
Extractul obtinut este supus sterilizarii.

Exemplul 2

in tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultiva tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-21, timp de 72 ore la t° de 26-28°C, dupa care cultura se suspensioneaza in mediul protector
constituit din lapte degresat si 5% vol. de extract obtinut din biomasa de spirulind, pana la titrul de
10°- 10% UFC ml. Suspensia obtinuti se repartizeazi cite 1,0 ml in flacoane, se congeleazi rapid
la -20°C, dupa care se liofilizeaza. Probele liofilizate sunt sigilate si plasate in frigider la t° de 4°C.
Dupé un an de péstrare in stare liofilizata tulpina se cultivd pe mediul malt agarizat timp de 3
pasaje consecutive, pentru a reveni la starea fiziologicd normald si se determind continutul de
proteine si carbohidrati in biomasa.
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Biomasa obtinutd contine 48,40% proteine si 32,21% carbohidrati din BAU, fata de 35,32%
proteine si 23,08% carbohidrati, conform celei mai apropiate solutii.

Exemplul 3

in tuburi inclinate cu mediu malt agarizat se cultiva tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-21, timp de 72 ore la t° de 26-28°C, dupi care cultura se suspensioneazi in mediul protector
constituit din lapte degresat si 10% vol. extract obtinut din biomasa de spirulina, pana la titrul de
10°-10% UFC ml. Suspensia obtinuti se repartizeazi cate 1,0 ml in flacoane, se congeleazi rapid
la -20°C, dupa care se liofilizeaza. Probele liofilizate sunt sigilate si plasate in frigider la t° de 4°C.
Dupé un an de pastrare in stare liofilizata tulpina se cultivd pe mediul malt agarizat timp de 3
pasaje consecutive, pentru a reveni la starea fiziologicd normald si se determind continutul de
proteine si carbohidrati in biomasa.

Biomasa obtinutd contine 47,79% proteine si 31,30% carbohidrati din BAU, fata de 35,32%
proteine si 23,08% carbohidrati, conform celei mai apropiate solutii.

Sporirea continutului de proteine si carbohidrati in biomasa de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-21 in rezultatul conservarii pot pune in evidentd proprietatile tehnologice a
acesteia pentru ulterioara utilizare la producerea industriala.

Tabel

Continutul de proteine si carbohidrati in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-
Y-21, dupé un an de conservare in stare liofilizata

Continutul de proteine Continutul de
Procedeul utilizat Mediul protector Conc. P carbohidrati
% BAU % M % BAU % M
;‘iﬂ{ﬁrm celei mai apropiate | | e degresat - 35,32 100,00 23,08 100,00
Conform procedeului | Lapte degresat + 5% 48,40 137,03 32,21 139,56
revendicat extract biologic activ 10% | 47,79 135,31 31,30 135,62
20

Datele din tabel demonstreaza majorarea cu 35,31-37,03% a continutului de proteine si cu
35,62-39,56% a continutului de carbohidrati in biomasa de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-21 in procedeul propus in inventie fatd de procedeul descris in cea mai apropiata
solutie.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

Procedeu de conservare a tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21, care
include cultivarea tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-21 pe un mediu nutritiv
in decurs de 72 de ore la temperatura de 26-28°C, suspensionarea culturii pani la titrul de 105-10°
mlt intr-un mediu constituit din lapte degresat si 5-10% vol. solutie care contine 10 mg/ml de
extract, obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNMN-CB-02, congelarea rapida a
suspensiei la temperatura de -20°C, liofilizarea si pastrarea la temperatura de 4°C, totodata
extractul este obtinut prin extragerea biomasei cu solutie alcoolicd de 20-30% cu separarea
sedimentului, uscarea la temperatura de 40-45°C, extragerea repetata cu solutie de NaOH de
0,45% timp de 60 si 30 min la agitare cu centrifugarea, separarea sedimentelor si unirea
supernatantelor, dializa pana la pH 7,5-8,5 si diluarea cu apa pana la concentratia de 1% mas. de
substante uscate.
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