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(57) Rezumat:

1 2
Inventia se refera la biotehnologie, si Mediul, conform inventiei, contine, %o:
anume la un mediu pentru liofilizarea tulpinilor glucoza - 7, nanoparticule de Fe,O3 - 0,0005 si
de fungi din genul Aspergillus si poate fi lapte degresat - restul.
utilizatd pentru conservarea §i pastrarea Rezultatul inventiei constd in sporirea
indelungata a tulpinilor de fungi. viabilitatii tulpinilor de fungi dupa liofilizare si

dupa pastrare in stare liofilizata.
Revendicari: 1



(54) Medium for lyophilization of fungal strains of the genus Aspergillus

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
namely to a medium for lyophilization of
fungal strains of the genus Aspergillus and can
be used for preservation and long-term storage

of fungal strains.
The medium, according to the
invention, comprises, %: glucose - 7, Fe;03
nanoparticles - 0.0005 and skim milk - the rest.

2
The result of the invention consists in
increasing the viability of the fungal strains
after lyophilization and after storage in
lyophilized state.
Claims: 1

(54) Cpena nast mmodpuansanuu mrammoB rpu6os poaa Aspergillus

(57) Pedepar:
1

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OMOTEXHONOTHH, a WMEHHO K cpeae Uit
nuopUIM3alMK  IITaMMOB  TpUOOB  pofaa
Aspergillus u MoxeT GbITh HCHOIB30BAHO IS
KOHCEpBallMd ¥  JUTUTENIbHOIO  XPaHCHHS
IITAMMOB TPUOOB.

Cpena, COMNIACHO  HU300pETEHHIO,
COZIEPKUT, %: TJIIOKO3Y - 7, HAHOYACTHUIIBI

2
FeOz - 0,0005 u 00e3KUpEeHHOE MOJIOKO -
OCTaJIbHOE.

PesynmpraT M300peTeHHs COCTOUT B
MOBBIIICHUM  KHU3HECIOCOOHOCTH — IITAMMOB
rpuboB mocie JTHODUIM3ALMH M MOCTe
XpaHEeHUs B THO(QUITH3UPOBAHHOM COCTOSIHUH.

I1. popmynsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un mediu pentru liofilizarea
tulpinilor de fungi din genul Aspergillus si poate fi utilizata pentru conservarea, péstrarea si
studierea genofondului microbian autohton de interes stiintific si biotehnologic.

Sunt cunoscute medii pentru liofilizarea tulpinilor de micromicete ce contin
zaharozd, glucoza, lapte degresat, gelatina etc. in diferite concentratii §i combinari: lapte
degresat de 1% [1], zaharoza 20% (Z 20%), lapte degresat +7% glucoza (LD+7%G) [2].
Insa, neajunsul acestor medii de protectie constd in viabilitatea scizutd a tulpinilor dupa
liofilizare.

Cea mai apropiatd solutie a mediului pentru liofilizarea tulpinilor din genul
Aspergillus este mediul care contine: lapte degresat +7% glucoza [3]. La conservarea
tulpinilor pe acest mediu de protectie in conditii proxime viabilitatea lor dupa liofilizare
variaza intre 71,3-85,6%. Dezavantajul acestui mediu constd in faptul ca compozitia
mediului nu asigura o protectie deplina tulpinilor de micromicete in timpul liofilizarii, astfel
obtinandu-se o viabilitate scazuta.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu de
protectie care asigura sporirea viabilitatii tulpinii dupa liofilizare.

Mediul pentru liofilizarea tulpinilor de fungi din genul Aspergillus, conform
inventiei, contine, %: glucoza - 7, nanoparticule de Fe,Os cu dimensiunea de 2-10 nm -
0,0005 si lapte degresat - restul.

Pentru obtinerea nanoparticulelor (NP) de Fe;Os au fost folositi ca precursori
monocristale de compus homonuclear
[FesO(SalH)7(H20).]-(DMAA)2(MeOH)(THF)1,5(H20).,6. Ca surfactant a fost folosit acidul
oleic si 1-octadecena dupa metoda cunoscutd din literatura (Gorinchoy V., Shova S,
Melnic E., Kravtsov V., Turta C. Homotrinuclear Ees(lll)u-oxo salicylate cluster.
Synthesis, structure and properties. Chem. J. Mold., 2013, v. 8(2), p. 83-89). Produsele
reactiei au fost spalate cu amestec de solventi organici si centrifugate. Suspensiile cu
nanoparticule au fost studiate la microscopul electronic prin transmisie TESLA BS-500. S-
a stabilit cd nanoparticulele obtinute au forma sfericd cu tendinta spre forma cubica,
hexagonala si dreptunghiulara, dimensiunile variazd in limitele 2-10 nm, predominand
particule cu dimensiuni de 2-4 nm.

Efectul pozitiv se datoreaza suplinirii mediului de protectie cunoscut (lapte
degresat+7% glucoza) cu nanoparticule (NP) de Fe,Os, care, patrunzand in interiorul
celulei, actioneazad asupra enzimelor oxidative, sporind activitatea acestora, astfel oferind
tulpinii o protectie suplimentard, ceea ce contribuie la majorarea viabilitatii ei dupa
liofilizare.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in sporirea cu 6-14% a viabilitatii tulpinilor de
fungi din genul Aspergillus dupa liofilizare si cu 4-12,4 % dupa 1 an de pastrare fata de
mediul proxim (Tab.1, Tab. 2). Experientele efectuate au fost repetate de 3 ori.

Exemplu de realizare a inventiei

in tuburi inclinate cu mediu agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultiva tulpinile
ce apartin genului Aspergillus timp de 10-14 zile, in termostat la temperatura de 29...30°C.
Materialul semincer obtinut se transfera in mediul de protectie lichid cu urmatoarea
componenta: lapte degresat+7% glucoza+5mg/l NP F,0s. Suspensia obtinuta se plaseaza
cate 1 ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se congeleazad brusc la temperatura de -
50°C. Peste 12 ore se efectucaza liofilizarea la temperatura condensorului de -88...-94°C,
vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele liofilizate se sigileazd in vid si se pastreaza la
temperatura de 4....5°C.

Viabilitatea tulpinii liofilizate se exprima in procente fata de numarul initial de UFC
(unitati formatoare de colonii) si este calculatd conform formulei BSR = (logAL/logBL) x
100, Unde: BSR este raportul logaritmului numarului de celule prezente in suspensie dupa
liofilizare AL la logaritmul numarului de celule viabile inainte de liofilizare BL inmultit cu
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. Applied Environmental Microbiology, 2006, v. 72(1), p. 472-477).

Datele prezentate in Tab. 1 demonstreaza ca viabilitatea maxima a tulpinilor de
fungi dupa liofilizare se obtine 1n varianta cu mediul de protectie LD+7%G+5 mg/l NP
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Fe,O;. Viabilitatea tulpinilor de Aspergillus dupa liofilizare in varianta martor (M) variaza
in limitele 71,3+£2,1-85,644,2%, iar in varianta propusa (M + 5 mg/l NP Fe,O3) in limitele
79,7£1,9-99,0+4,2, cu 6-14,0% mai mult decat in varianta martor (Tab. 1).

Tabelul 1
5 Viabilitatea tulpinilor din genul Aspergillus dupa liofilizare
Tulpina Titrul Viabilitatea tulpinilor dupa liofilizare, % fata de titrul initial
initial, Mediul proxim M+NP Fe,O3 M+NP Fe,O3 M+NP Fe,O3
% (LD+7%G) 1 mg/l 5 mg/l 10 mg/l
(M)
A. flavus 100 85,6+4,2 85,8+4,1 91,6+0,8 88,8+1,7
BKMF 3292D
A. alliaceus 100 82,5+4,6 90,3+0,5 92,6+4,3 88,6+1,9
CNM FA 01
A. fumigatus 100 85,0+5,8 94,0+1,5 99,0+4,2 94,7+ 0,6
CNM FA 04
A. niger 100 77,1134 83,1+0,9 85,2+3,5 82,3+2,0
CNM FA 03
A. niger 100 71,3+2,1 77,6+1,4 79,719 75,4122
CNMN FD 01
Dupa 1 an de pastrare n stare liofilizata viabilitatea acestor tulpini in varianta martor
variazd in limitele 67,4+1,6-81,442,5, iar in varianta propusd (M+5 mg/l NP Fe;0s) -
75,6+1,0-90,0+1,0 %, cu 4-12,4 % mai mult decat in varianta martor (Tab. 2).
10 Tabelul 2
Viabilitatea tulpinilor din genul Aspergillus dupa 1 an de pastrare in stare liofilizatd
Tulpina Titrul Viabilitatea tulpinilor, % fata de titrul initial
initial, Mediul proxim Mediul proxim M+NP Fe,0O3 M+NP Fe,O3
% dupa liofilizare dupa 1 an de 5 mg/l, dupa 5 mg/l, dupa 1 an
(M) péstrare liofilizare de pastrare
A. flavus 100 85,6 £4,2 78,020 91,6+0,8 82,0+0,8
BKMF 3292D
A. alliaceus 100 82,5+4,6 81,4%25 92,6+4,3 90,0+1,0
CNM FA 01
A. fumigatus 100 85,0%5,8 72,615 99,0+4,2 85,0+1,2
CNM FA 04
A. niger 100 77,1+£34 76,5%0,5 85,2+3,5 85,0+1,0
CNM FA 03
A. niger 100 71,3%£21 65,0 £ 0,7 79,719 75,6+1,0
CNMN FD 01

Astfel, rezultatele prezentate in Tab.1 si Tab.2 demonstreaza ca mediul de protectie
propus: lapte degresat+7% glucoza+5 mg/l NP de Fe»Os, utilizat la liofilizarea tulpinilor de
15 fungi din genul Aspergillus, contribuie la stimularea viabilitatii tulpinilor dupa liofilizare si
pastrare in stare liofilizata.
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(57) Revendicari:

Mediu pentru liofilizarea tulpinilor de fungi din genul Aspergillus, care contine lapte
degresat, glucoza si nanoparticule de Fe,O3 cu dimensiunea de 2-10 nm, in urmétorul raport
al componentelor, %:

glucoza - 7

nanoparticule de Fe;Oz - 0,0005

lapte degresat - restul.
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