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(54) Mediu de protectie pentru conservarea si pastrarea indelungata a tulpinii

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

(57) Rezumat:

1
Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la un mediu de protectie pentru
conservarea §i pastrarea indelungata a tulpinii
de actinomicete din genul Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.
Esenta inventiei constd in aceea cd mediul
contine, % mas.: gelatind 2,5; glucoza 7,5;

2
extract de glicozide iridoide obtinute din
Linaria genistifolia (L.) Mill prin extragere cu
solutie alcoolica de 60% 0,00005...0,05 si apa
distilata restul.
Revendicari: 1



(54) Protective medium for preservation and long-term storage of Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02 strain

(57) Abstract:

1
The invention relates to biotechnology,
namely to a protective medium for
preservation and long-term storage of a strain
of actinomycetes of the genus Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.
Summary of the invention consists in that
the medium comprises, mass %: gelatin 2.5;

2
glucose 7.5; extract of iridoid glycosides
obtained from Linaria genistifolia (L.) Mill by
extraction with 60% alcoholic solution
0.00005...0.05 and distilled water the rest.
Claims: 1

(54) 3amuTHAas cpeaa Ui KOHCEPBALMU U JJIMTEJIbHOT0 XPaHEeHHUs IITAMMa

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

(57) Pedepar:

1
Nzo0perenue OTHOCHUTCS K
OMOTEXHOJIOTUH, 2 UMCHHO K 3aIllUTHOU Cpese
JUTST KOHCEpBAllMM W JUIUTEIBHOTO XPaHCHUS
mTaMMa aKTHHOMUIICTOB poxa Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.
CyIHOCTh H300pETCHUS COCTOMT B TOM,
4TO cpela Comepxurt, macc. %: xematuH 2,5;
roko3y  7,5; 9KCTPAKT  UPUIAOUIHBIX

2
[IMKO3WAOB  TONyYeHHeIXx w3 Linaria
genistifolia (L.) Mill myrem skctparupoBaHus
60%-HbIM CIMPTOBBIM pacTBOpoM
0,00005...0,05 w AUCTWIIIMPOBaHHYIO BOXLY
OCTaJIBHOE.
I1. popmymsr: 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1226 Z 2018.08.31

3

Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un mediu de protectie a actinomicetelor
din genul Streptomyces si poate fi aplicatd pentru conservarea, pastrarea, studierea si
utilizarea eficientd a genofondului microbian autohton de interes stiintific si biotehnologic.

Sunt cunoscute medii de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de actinomicete ce contin
gelatina, zaharoza, glucoza, lapte degresat in diferite concentratii si combindri [1, 2, 3].
Insa, neajunsul acestor medii de protectie constd in viabilitatea scizutd a tulpinilor dupa
liofilizare si pastrare indelungata.

in calitate de cea mai apropiati solutie a inventiei revendicate este mediul de protectie
pentru liofilizarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, care contine 7,5% glucoza,
2,5% gelatina si 1,0...50,0%vol. extract de polizaharide sulfatate cu o concentratie de 10
mg/ml, obtinut din biomasa tulpinii de cianobacterie Spirulina platensis CNMN-CB-02 [4].

La conservarea tulpinii pe acest mediu de protectie in conditii proxime viabilitatea ei
dupa liofilizare constituie 102,9+0,1 si 128,3+6,3%, iar dupa pastrare timp de 1 an 99,6+1,6
si 118,9+5,7% din numarul initial, in dependenta de concentratia polizaharidelor sulfatate.

Dezavantajul acestui mediu consta in faptul ca compozitia chimica a mediului asigurad o
viabilitate mai mica tulpinii de actinomicete in timpul liofilizarii si pastrarii indelungate,
decit mediul protector revendicat.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in diversificarea §i majorarea
asortimentului de substante biologic active naturale cu efect lioprotector si elaborarea unui
mediu de protectie care asigurd viabilitate inaltd tulpinii dupa liofilizare si pastrarea ei
eficienta la nivel inalt timp de 1 an.

Esenta inventiei consta 1n aceea cd mediul contine, % mas.: gelatind 2,5; glucoza 7,5;
extract de glicozide iridoide obtinute din Linaria genistifolia (L.) Mill prin extragere cu
solutie alcoolica de 60% 0,00005...0,05 si apa distilata restul. Extractul de glicozide
iridoide a fost obtinut din biomasa uscati a plantei Linaria genistifolia. Metoda de extractie
si compozitia biochimica a extractului este descrisa in sursa: Natalia Mashcenko, Angela
Gurev, Galina Lupascu, Elena Gorincioi. Iridoid glycosides from Linaria genistifolia (L.)
Mill in biological control of soil-borne fungal pathogens of wheat and some structure
considerations. Chemistry Journal of Moldova. General, Industrial and Ecological
Chemistry. 2015, 10(1), p. 57-63.

Inlocuirea extractului de polizaharide sulfatate in mediul de protectie cunoscut prin
extract de glicozide iridoide de origine vegetala, cu actiune antioxidanta, adaptogend, de
stimulare a regenerarii tesuturilor si de protectic a membranelor celulare prin reducerea
peroxidarii lipidelor, oferd tulpinii o protectie suplimentara, contribuind astfel la majorarea
viabilitatii tulpinii §i mentinerea ei la nivel 1nalt pe durata pastrarii indelungate (Ghisalberti
E. L. Biological and pharmacological activity of naturally occurring iridoids and
secoiridoids. Phytomedicine, 1998, v. 5(2), p. 147-163).

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea cu 11,3...18,0% a viabilitatii tulpinii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare si cu 6,5...16,6% dupa 1 an de
pastrare, fatd de cea mai apropiatd solutie (vezi tabelul), prin utilizarea concentratiilor cu
pand la 3 ordine mai mici ale extractului de glicozide iridoide (genistifoliozide). Datorita
includerii in mediul protector a extractului de glicozide iridoide, care manifestd actiune
antioxidantd, adaptogena, de stimulare a regenerdrii tesuturilor si de protectic a
membranelor celulare, se anihileaza efectul negativ al temperaturilor joase, presiunii inalte,
deshidratarii si formelor reactive de oxigen, la care sunt supuse microorganismele in timpul
liofilizarii si pastrarii indelungate.

Exemplu de realizare a inventiei

Exemplul 1

In tuburi inclinate cu mediul agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultiva tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 timp de 14 zile, tuburile fiind plasate in termostat la
temperatura de +27°C. Materialul semincer obtinut se transfera in mediul de protectie lichid
Cu urmatoarea componenta: gelatind 2,5%, glucoza 7,5% si extract de glicozide iridoide
(genistifoliozide) 0,05...0,005, pani la obtinerea titrului de 10%°...10* UFC ml. Suspensia
obtinuta se divizeaza cate 1 ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se congeleaza brusc la
temperatura de minus 50°C. Peste 12 ore se efectueaza liofilizarea la temperatura
condensorului de minus 88...94°C, vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele liofilizate se
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sigileazd 1n vid §i se pastreaza la temperatura de +4...5°C. Utilizand metoda dilutiilor
succesive, probele se Tnsdmanteaza pe medii agarizate si se numara unitatile formatoare de
colonii UFC, pana, dupa liofilizare si peste 1 an de pastrare.

In varianta martor viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 este de
102,9...128,3% dupa liofilizare si de 99,6...118,9% peste 1 an de pastrare, iar in variantele
conform inventiei de 120,9...127,3% si, respectiv, 116,6...121,2%, ceea ce este cu 8,5 si,
respectiv, 9,6% mai mult.

Exemplul 2

In tuburi inclinate cu mediul agarizat Czapek, in conditii sterile, se cultiva tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 timp de 14 zile, tuburile fiind plasate in termostat la
temperatura de +27°C. Materialul semincer obtinut se transfera in mediul de protectie lichid
cu urmatoarea componentd: gelatind 2,5%, glucozd 7,5% si extract de glicozide iridoide
(genistifoliozide) 0,0005...0,00005, pani la obtinerea titrului de 10%°...10'* UFC ml™.
Suspensia obtinutd se divizeaza cate 1 ml in flacoane pentru liofilizare. Probele se
congeleaza brusc la temperatura de minus 50°C. Peste 12 ore se efectueaza liofilizarea la
temperatura condensorului de minus 88..94°C, vid 6...7 Pa, timp de 12 ore. Probele
liofilizate se sigileaza in vid si se pastreaza la temperatura de +4...5°C. Utilizdnd metoda
dilutiilor succesive, probele se insamanteazd pe medii agarizate §i se numara unititile
formatoare de colonii UFC, pana, dupa liofilizare si peste 1 an de pastrare.

In varianta martor viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 este de
102,9...128,3% dupa liofilizare si de 99,6...118,9% peste 1 an de pastrare, iar in variantele
conform inventiei de 132,7...139,6% si, respectiv, 116,2...125,4%, ceea ce este cu 20,5 si,
respectiv, 11,5% mai mult.

Viabilitatea tulpinii, dupa liofilizare si pastrare timp de 1 an, se exprima 1n procente fata
de numarul initial de UFC (unitati formatoare de colonii) si este calculatd conform formulei
BSR = (logAL/logBL) ? 100, unde BSR este viabilitatea in %, logAL — logaritm zecimal al
numarului UFC pana la liofilizare si logBL - logaritm zecimal al numarului UFC dupa
liofilizare sau pastrare indelungatd (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. In: Applied Environmental Microbiology.
2006, v. 72,1, p. 472-477).

Tabel
Viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pana, dupa liofilizare si la 1 an de
pastrare pe medii de protectie cu diversa compozitie biochimica

Mediul conform celei mai
apropiate solutii

Mediul conform inventiei

Extract de glicozide iridoide, % mas.

Extract de polizaharide
sulfatate, % mas: 1...50 0,00005 0,0005 0,005 0,05
pana dupa 1lan dupa 1lan dupa 1lan dupa 1lan dupa 1lan
100 102,9 99,6
i(,))’l i})’G 132,7 116,2 | 139,6 1254 127,3 121,2 120,9 116,6
125,3 115,9 +1,4 +2,9 +3,2 +3,1 +0,4 +3,5 +1,1 +0,6
+6,3 +5,7
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(57) Revendicari:

Mediu de protectie pentru conservarea si pastrarea indelungata a tulpinii de Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02, care contine: gelatind, glucoza, extract de glicozide iridoide obtinute
din Linaria genistifolia (L.) Mill prin extragere cu solutie alcoolica de 60% si apa distilata, in
urmatorul raport al componentelor, % mas.:

gelatina 2,5

glucoza 7,5

extract de glicozide iridoide din Linaria genistifolia (L.) Mill 0,00005...0,05
apa distilata restul.
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