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o Tulpina Propionibacterium shermanii V.D. 1989

67) Rezumat

Tulpina, conform inventiei, este inregistrata in
Colectia de bacterii si fulgi de interes industrial a
Institutului de stiinje biologice, Bucuregti 1la
nr.2011; pe mediile de culturd se prezintd sub
forma de celule coco-bacilare, de dimensiuni
1/0,5/p, dispuse in lama ca celule in diplo, lanturi
scurte, litere chinezesti, pe suprafata mediului solid
de culturd formeazi colonii de 1 ... 3 mm cu baza

Grupa 14

rotunds, profil cilindric - emisferic §i culoare crem
- roz, pe medii lichide de culturd aerotoleranta,
tulbura ugor lichidul de culturd incepind cu trei-
mea a doua din inil{imea coloanei de lichid,
prezintd sediment accentuat de culoare crem-roz,
are capacitate de biosintezi a vitaminei B;; de 25
ug/ml si la puritate de 95 ... 99%.
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Inventia se referd la o tulpind Propio-
nibacterium shermanii V.D. 1989, folosi-
td in industria farmaceuticd i alimentari
avind un potential crescut de bosintezi a
vitaminei B,,.

Este cunoscut un procedeu de izolare a
microorganismului Propionbacterium
lacticum ce constd in izolarea tulpinilor
de bacterii de pe substraturi reactivate de
brinzd si gvaiter, in conditii aerobe,
cultivarea tulpinilor izolate pe un mediu
agarizat solid prin treceri repetate si ter-
mostatare timp de 7 ... 14 zile pentru o
trecere, dupd care, in final, tulpinile izo-
late si purificate se cultivi pe mediu
lichid, in vederea determinarii.

Scopul prezentei inventii este de a
obtine o tulpind bacteriand cu un nivel
crescut de biosintezd §i cu un inalt grad
de puritate.

Problema pe care o rezolvd inventia
sunt caracterele morfologice, taxonomice
si de culturd specifice tulpinii respective.

Tulpina, conform inventiei, inregistrati
in colectia de Bacterii i fungi de interes
industrial a Institutului de stiinte biolo-
gice, Bucuresti, la nr.2011, pe mediile de
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culturd se prezintd sub form3d de celule
coco-bacilare de dimensiuni 1/0,5/p, dis-
puse in lamd ca celule in diplo, lanturi
scurte, litere chinezesti; pe suprafata me-
diului solid de culturd formeazi colonii de
1 ... 3 mm, cu baza rotundi, profil cilindric
- emisferic §i culoare crem - roz, pe medii
lichide de culturd aerotoleranti, tulburd
usor lichidul de culturd fncepind cu trei-
mea a doua din fniltimea coloanei de li-
chid, prezintd sediment accentuat de culoa-
re crem - roz, are capacitate de biosinteza
a vitaminei B, de 25 pg/ml i o puritate de
95 ... 99%.

Pentru obtinerea tulpinii Propionibacte-
rium shermanii V.D. - 1989 se foloseste
tulpina de tip silbatic Propionibacterium
shermanii V.D. - 1987, inregistratd fin
aceeasi colectie, la nr.2012. Tulpina Pro-
pionibacterium shermanii V.D. - 1989 face
parte din Fam. Propionibacteriacese, genul
Propionibacterium, specia freudenreichii,
ssp. shermanii.

In tabelele 1, 2, 3, si 4 se dau caracterele
microscopice, morfologice, culturale si
fiziologice, in comparatie cu tulpina paren-
tala.

Tabelul 1

Caracteristici
microscopice

Tulpina parentala
Propionibacterium shermanii
V.D. - 1987

Tulpina selectionata
Propionibacterium shermanii
V.D. - 1989

coco-bacili
1/0,5 p
diplo, lanturi scurte

Forma celulei
Dimensiunea celulei
Dispunere in lama
Coloratia celulei
Formarea de spori

Nu formeaza spori

Gram pozitiva, slaba

coco-bacili

1/0,5 n

diplo, lanturi scurte, litere chinezesti
Gram pozitivi, intensd

Nu formeazi spori

Tabelul 2
Caracteristici .Tu‘lpma Rarentala ) Tul;;:na sellechonata )
morfologice Propionibacterium shermanii Propionibacterium shermanii
V.D. - 1987 V.D. - 1989
Dimensiunea coloniei | cca 1 mm 1..3mm
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Tabelul 2 (continuare)

culturale pe mediu lichid

Caracteristici .Tu'lbpma Rarent:la . Tulp};na sel‘ecpo;:ata )
morfologice Propionibacterium shermani. Propionibacterium shermanti
V.D. - 1987 V.D. - 1989
Forma coloniei rotunda rotunda
Profilul coloniei emisferic cilindric-emisferic
Marginea coloniei intreaga intreagd
Aspectul coloniei lucios lucios
Culoarea coloniei alb-crem crem-roz
Aderenta la substrat slaba slaba
Tabelul 3
e i i i jionatd
Caracteristici Tulpina parentald Tulpina selectiona

Propionibacterium
shermanii V.D. - 1987

Propionibacterium
shermanii V.D. - 1989

Grad de tulburare a mediului
Comportament fatd de O,

Formare de sediment

Pigmentarea sedimentului

Formarea de peliculd la suprafaja mediului

mediu limpede
anaerobd

sediment slab
galben-crem

nu formeazd pelicula

mediu usor tulbure
aerotolerantd
sediment accentuat
crem-roz

nu formeazi pelicula

Tabelul 4

Caracteristici
fiziologice

Tulpina parentald
Propionibacterium
shermanii S.V. - 1987

Tulpina selectionatd
Propionibacterium
shermanii V.D. - 1989

Redeucere nitrati

Producere CO,

Acidifierea mediului

Producere H,S

Activitate celulozolitica

Temperaturd optima de crestere

pH optim de dezvoltare

Capacitate de biosinteza a vitaminei B,

++
+

30°C+ 1°C
6,5 ... 68
15 pg/ml

+++
+++

30°C + 1°C
6,5 ... 6,8
25 pg/ml

Ca procedeu de obtinere se procedeaza
la treceri succesive de pe mediu solid de
izolare pe mediul solid de selecie, urmate
de selectia plus-variantelor tulpinei de tip
salbatic.

Mediul A folosit contine extract de po-
rumb 2 g s.u., dextrozd 3 g s.r., fosfat mo-

nopotasic 0,4 g, clorurd de cobalt 0,001 g
si ulei de floarea soarelui 0,2 g. Mediul B
folosit contine extract de porumb 2 g s.u.,
dextrozi 3 g s.r., fosfat monopotasic 0,4 g,
clorura de cobalt 0,001 g si agar-agar 20g.
Ingredientele se aduc la 100 ml cu api de
robinet, dupi care se sterilizeaza la 115 ..
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... 120°C, timp de 30 min.

Cresterea culturii pe mediul lichid A se
face in flacoane sterile de 500 ml mediu,
prevazute cu dop tare de vatd si tifon,
insdméntate cu o ansi de culturdi de
Propionibacterium sp. V.D. - 1987, prele-
vata de suprafata conservului vegetativ,
care se tin la termostat la temperatura de
30  1°C, timp de 72 ... 96 h, dupi care
se fac treceri pe suprafata mediului solid
B, turnat in plici Petri sterile, cu diame-
trul de 120 mm, care se tin la termostat,
in aceleasi conditii de temperaturd, timp
de 14 ... 21 zile, pentru dezvoltarea colo-
niilor tipice.

Sunt apoi preluate cu ansa un numir
de 100 colonii tipice, de culoare crem-roz,
care se Tnaminteazd in bandi ondulati
pe suprafata mediului agarizat B, turnat in
eprubete inclinate de 20/40 mm, previ-
zute cu dop tare de vata si tifon.

Selectia coloniilor stocate pe eprubete
se face in urma determindrii potentialului
de biosintezi a vitaminei B, in finalul
unei etape de selectie retindndu-se, pentru
treceri ulterioare pe mediile A §i B, un
numar de 2 ... 4 colonii, avind cel mai
ridicat nivel de biosinteza.

Determinarea potentialului de biosinte-
za a vitaminei B, se face prin cultivarea
coloniilor stocate pe mediul lichid C,
avdnd urmitoarea compozitie, in gand:
extract de porumb 4,5 g s.u.; dextrozi 7 g
s.r.; fosfat monopotasic 1,4 g; clorurd de
cobalt 0,005 g; clorurd de magneziu 0,05
g, pantotenat de calciu 0,05 g; cistind
0,0001 g; 5,6 - dimetilbenzimidazol 0,001
g §i ulei rafinat de floarea soarelui 0,125
g; pH-ul este 6,6 6,8, corectat cu
NaOH si sterilizat in etuvd, timp de 30
min, la temperatura 115 ... 120°C.

Fiecare din coloniile stocate estecultiva-
ta gi crescutd timp de 110 h in flacoane
sterile de 500 ml cu 250 ml mediu C, la
termostat, la temperatura de 30 *+ 1°C,
dupd care se face determinarea potentia-
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lului de biosinteza prin extrac{ia vitaminei
B, din biomasa, prin tehnicile cunoscute §i
citirea titrului la spectrofometru in lungimea
de unda de 550 nm.

Dupa un numair de 8 ... 10 treceri succe-
sive ale coloniilor selectionate pe mediile A
$i B dupa trecere stocindu-se un numir de
100 colonii din care sunt selectionate 2 ...
4 colonii avind cel mai ridicat nivel de
biosintezd a vitaminei B,, determinat pe
mediul C, se obfine un material biologic
nou, avind un potential de biosintezi
maxim stabil de 22 ... 25 ug/ml vitaminei
By, Acest material biologic, pistrat sub
formd de conserv vegetativ pe suprafata
mediului solid B, in eprubete inclinate de
20/240 mm, constituie tulpina selectionatd
Propionibacterium shermanii V.D. - 1989,

Inventia prezintd urmitoarele avantaje:

- realizeazd o tulpind selectionata de
Propionibacterium shermanii V.D. - 1989,
cu o capacitate de biosintezd a vitaminei
Bde 25 pg/ml;

- reprezintd un material biologic cu o
mare valoare aplicativd prin posibilitatile
pe care le oferd in urma prelucririlor gene-
tice prin metode elastice i modernr, cum ar
fi recombinate, mutagenezi, fuziune de
protoplasti, etc;

- oferd un produs de biosintezd cu un
grad inalt de puritate, de 95 ... 99% vitami-
nei By,

- tulpina selectionata poate fi utilizati in
industria de medicamente;

- tulpina selectionatd poate fi utilizati in
industria branzeturilor de tip gvaiter, pentru
obtinerea unui produs calitativ superior, cu
0 pastd elasticd §i aromatd §i cu un conti-
nut crescut de vitaminei B,,.

Revendicare

Tulpina Propionibacterium shermanii
V.D. - 1989, caracterizatd prin aceea ci
este inregistratd fn Colectia de Bacterii §i
fungi de interes industrial a Institutului de
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stiinte Biologice, Bucuresti la nr.2011, pe
mediile de culturd se prezintd sub forma
de celule coco-bacilare, de dimensiuni
1/0,5 @, dispuse in lami# ca celule in
diplo, lanturi scurte, litere chinezesti, pe
suprafata mediului solid de culturd for-
meazd colonii de 1 ... 3 mm cu baza
rotunda, profil cilindric - emisferic §i cu-

loare crem-roz, pe medii lichide de cultura
aerotolerantd, tulburd ugor lichidul de
culturi incepind cu treimea a doua din
iniltimea coloanei de lichid, prezintd sedi-
ment accentuat de culoare crem-roz, are
capacitate de biosintez3 a vitaminei B;; de
25 pug/ml si o puritate de 95 ... 99%.
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