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(57) Rezumat:
1

Inventia s¢ referd la microbiologie, si
anume la un mediu nutritiv pentru cultivarea
tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09.

Mediul nutritiv, conform inventiei, contine,
g/L: sulfat de amoniu — 1,4, fosfat de potasiu
monobazic — 1,5, fosfat de sodiu dibazic — 2.5,
clorurd de sodiu — 0,5, glucozd — 2,0, drojdii

2
uscate — 4,0, citrat de sodiu — 0,25, triptond —
0,25, glicerind — 2,0 ml, apa — restul, avand un
pHde 5,5...6,0.

Rezultatul inventici constd 1n sporirea
cresterii i a activitdtii antifungice a culturii
bacteriene.

Revendicari: 1



(54) Nutrient medium for cultivation of Bacillus subtilis CNMN-BB-09 strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to microbiology,
namely to a nutrient medium for cultivation of
Bacillus subtilis CNMN-BB-Q9 strain.

The nutrient medium, according to the
invention, comprises, g/L.: ammonium sulfate —
1.4, monobasic potassium phosphate — 1.5,
dibasic sodium phosphate — 2.5, sodium
chloride — 0.5, glucose — 2.0, dry yeast — 4.0,

2
sodium citrate — 0.25, tryptone — (.25, glycerol
— 2.0 ml, water — the rest, having a pH of
5.5...6.0.

The result of the invention is to improve
the growth and antifungal activity of the
bacterial culture.

Claims: 1

(54) ITutaTesbHAs cpeaa A KyJAbTUBUPOBaHMs wWTamMma Bacillus subtilis

CNMN-BB-09
(57) Pedepar:
1
Hzobperenue OTHOCUTCS K

MUKPOOHOIIOTHH, 4 HMEHHO K IUTaTeIHHOMH
cpezie Ui KyJIhTHBHPOBAHUS mTtamMma Bacillus
subtilis CNMN-BB-09.

[MuraTenpnas cperna, COTITaCHO
H300pETCHHIO,  COJCPIKUT, TI/I:  Cyabdar
amMmoHHSL — 1,4, kamuif (ocOpHOKUCTBIH
OJTHO3aMEIICHHBIH - 1,5, HaTpuit

(hocPOpHOKHCIBI  ABY3aMEIIEHHBIH 2,5,

2
xsopux HaTpug — 0,5, raroko3y — 2,0, Ipoxoku
cyxue — 4,0, nurpaT HaTtpua — 0,25, TPUITOH —
0,25, runepun — 2,0 MiL, BOJY — OCTalIbHOE, C
pH 5,5...6,0.

PegynpraT  M300peTEHHA ~ COCTOHMT B
HMOBBINICHHK  pOCTa M aHTH(OYHraIbHOH
aKTHBHOCTH OaKTEPHAIHHONU KYIbTYpPHIL.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la microbiologie, si anume la un mediu nutritiv pentru cultivarca
tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09.

Inventia se referd la domeniul microbiologiei, In particular la elaborarea unui
mediu nutritiv pentru cultivarea microorganismelor care pot fi utilizate pentru
protectia biologica a plantelor.

Este cunoscut mediul nutritiv M9 cu compozitia (g/L): clorura de amoniu — 1,0,
fosfat monobazic de potasiu — 3,0, fosfat bibazic de sodiu — 6,0, sulfat de magneziu -
0,25, glucoza - 2,0, apa - restul [1].

Dezavantajul acestui mediu nutritiv constd 1n cresterea lentd a boimasei, calitatea
s activitatea antifungicd redusd a bacteriilor cultivate.

Problema pe care o rezolvad prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu
nutritiv care sd accelereze cresterea biomasei si sd stimuleze activitatea antifungica a
culturii.

Mediul nutritiv, conform inventiei, contine, g/L: sulfat de amoniu — 1,4, fosfat de
potasiu monobazic — 1,5, fosfat de sodiu dibazic — 2,5, clorura de sodiu — 0,5, glucoza
— 2,0, drojdii uscate — 4,0, citrat de sodiu — 0,25, triptond — 0,25, glicerina — 2,0 ml,
apa — restul, avand un pH de 5,5...6,0.

Rezultatul inventiei constd in sporirea cresterii §i a activitatii antifungice a culturii
bacteriene.

Exemplu de realizare a inventiei

Obiectul cercetdrii a fost o tulpind activa a bacteriei Bacillus subtilis CNMN-BB-
09, izolatd din rizosfera plantelor de tomate. In prima fazi a cultivarii tulpinii a fost
utilizat mediul M9 cu urmaétoarea compozitie, in g/L: clorurd de amoniu — 1,0, fosfat
monobazic de potasiu — 3,0, fosfat bibazic de sodiu — 6,0, sulfat de magneziu - 0,25,
glucozd - 2,0, apa - restul. Pentru a Imbunatati proprietatile de crestere ale mediului
nutritiv §i pentru sporirea activitdfii antifungice a culturii bacteriene Bacillus subtilis
CNMN-BB-09 in mediul nutritiv suplimentar au fost introduse urmadtoarele
componente, in g/L: drojdii uscate — 4,0, citrat de sodiu — 0,25, triptond — 0,25,
glicerina — 2,0.

Bacteriile tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09 au fost cultivate in flacoane
agitate continand 250 ml de medii nutritive (mediul optimizat i mediul conform celei
mai apropiate solutii). Cultivarea a fost realizata la temperatura de 28°C, pe parcursul
a 4 zile. Probele au fost prelevate la 2, 3 si 4 zile de cultivare. Determinarea titrului
culturii bacteriene a fost realizata prin dilutii limitatoare [Eropos H.C. PykoBoscTBO K
MPAaKTHIECKUM 3aHATHAM IT0 MHKpoOHonorun. Mocksa, 1995, 224 p]. Datele privind
titrul culturii Bacillus subtilis CNM-BB-09 sunt prezentate in tabelul 1. Pentru a
determina activitatea antifungicd in calitate de cultwrd de testare a fost aleasd
Alternaria alternata utilizand metoda de disc de hartie [EropoB H.C. OcroBsl yuenus
00 arTnOmoTHKaX. Mocksa, 2004, 528 p].

Tabelul 1
Numaérul de unitati formatoare ale tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09 dupi 2,
3, 4 zile de cultivare

Mediul nutritiv Durata de cultivare, zile

2 3 4
M9  (cea mail| 1,3210° 8,8710° 2,610’
apropiata solutie)
M9+ citrat de sodiu | 1,3 ? 10° 2,3710° 4,8710°
M9+ drojdii uscate | 5,9 2 10° 49710° 4,1710°
MO+ triptoni 7,1710° 1,77 10° 5,7710°
M9+ glicerini 1,37 10° 9,2710° 5,7710°
Mediul propus | 7,5 ? 10° 8,9 710° 1,7710"
(inventie)
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Datele privind activitatea antifungicd a tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09
sunt prezentate in tabelul 2 si 3.

Tabelul 2
5 Activitatea antifungicd a tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09
dupa 2 zile de cultivare
Mediul Concentratiile de suspensie bacteriana,
nutritiv diametrul zonei de inhibitie, mm
5.0% 3,0% 1,0% 0,5% 0,2% 0,1%

M9 (cea mai | 5(0)* 0(3) 0(0) 000) 000) 000)
apropiata
solutie)
M9+ citrat de | 10,3(2,6) | 10(3) 8(2) 8(2) 7(3) 7(3)
sodiu
M9+ drojdii | 15(6) 14(7) 15(6) 12(5) 10(5) 8(3)
uscate
M9+ triptond | 16,3(5) 15(5) 15(10) 13(10) 11(7) 10(5)
M9+ glicerind | 11,6(9) 11(5) 9(5) 9(3) 8,5(3,5) 5,5(3)
Mediul 18,2(5,6) | 17,7(8,8) | 15(10) 15(10) 15(2) 12(2)
propus
(inventie)

De exemplu:
10 5(0)*, - 5 (cifra din fata parantezei) diametrul zonei de crestere a agentului
patogen complet suprimata,
- (0) (cifra din paranteza) diametrul zonei de 1izd a miceliului agentului patogen

Tabelul 3
15 Activitatea antifungicd a tulpinii bacteriene Bacillus subtilis CNMN-BB-09
dupa 4 zile de cultivare
Mediul nutritiv Concentratiile de suspensie bacteriana
3,0% 1,0% 0,5% 0,2% 0,1%

M9 (cea mai | 5(1,2) 3(0) 0(0) 000) 000)

apropiata solutie)

M9+ citrat de sodiu 12(5) 9(4.5) 10(4) 8(3) 8(3)

M9+ drojdii uscate 15(5) 15(5) 12(2) 9(5) 8(3)

M9+ triptona 15(5) 10(5) 10(4) 8(3) 8(3)

M9+ glicerind 15(4) 9(3) 9(3) 7(3) 6,5(3)

Mediul propus | 18,3(4,8) 16(5,1) 16(4,2) 14(2,1) 10(3)

(inventie)

Titrul maxim al tulpinii Bacillus subtilis CNMN-BB-09 pe mediul cunoscut a fost
20 observat in ziua a 4-a de cultivare atingand valoarea de 2,6 x 10°, in timp ce pe
mediul din inventia propusa, dupd doud zile de cultivare titrul culturii a atins valoarea
de 7,5 x 10°, iar in ziva a patrade 1,7 x 10'°, ceea ce depiseste de 6,5 ori titrul obtinut
pe mediul din cea mai apropiatd solutie.
Astfel, in zonele de inhibare a cresterii miceliului format de patogen activitatea
25 antifungicd a culturii bacteriene a depésit-o pe cea a culturii obtinute pe mediul din
cea mai apropiatd solufie In toate concentratiile testate.
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