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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la tulpinile din genul Pseudomonas, ce pot fi utilizate in
industria microbiologicd pentru obtinerea enzimelor lipolitice.

Este cunoscut faptul cd bacteriile din genul Pseudomonas posedd o activitate lipoliticd diversa.
Enzimele lipolitice au o importantd mare, deoarece ele scindeazd diverse grisimi si din aceastd cauzi au
un spectru larg de aplicare (in prezent sunt utilizate in aproximativ 12 ramuri ale economiei nationale).

Este cunoscutd tulpina Ps. mendocina ce face parte din componenta microflorei concomitente a algei
verzi halofile monocelulare Dunaliella salina si poseda activitatea enzimelor lipolitice [1, 2].

Dezavantajul acestei tulpini este cd ea posedd o activitate insuficientd a enzimelor lipolitice.

Se mai cunoaste tulpina Pseudomonas sp. 1 [3]. Activitatea lipazelor in lichidul cultural constituie
1661 mMol/mg. Tulpina poate fi cultivatd in mediul cultural Ben-Amot, si pe lichidul cultural al
Dunaliella salina, dupd centrifugarea ei, addugand componenti organici.

Dezavantajul acestei tulpini constd in faptul cd ea poseda o activitate lipoliticd insuficienta.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in obtinerea unei tulpini noi Pseudomonas sp.
care ar asigura o activitate lipoliticd mai sporitd a enzimelor extracelulare.

Esenta inventiei constd in faptul c¢d se propune o tulpind noud Pseudomonas sp. 2, depozitatd in
Colectia Nationald de Microorganisme a Republicii Moldova (Institutul de Microbiologie al ASM) sub
numérul CNM-PsB-02 - sursd de substante bioactive.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unui complex de enzime lipolitice cu o activitate de 3229
mMol/mg.

Rezultatul obtinut se datoreste particularititilor biochimice ale tulpinii, in special proceselor
anabolice i catabolice care decurg in acest organism.

Tulpina propusi a fost izolatd in culturd purd din mediul de cultivare a algei verzi Dunaliella salina
Teod. CALU - 834 si poate fi cultivatd pe mediu mineral §i organic.

Pentru cresterea si dezvoltarea tulpinii poate fi utilizat mediul mineral care contine (g/L): NaCl - 120;
NaHCOs - 2,0; MgSO,4 - 7H,0O - 0,75; CaCl - 0,15; NaNOs - 0,5; KH,PO4 - 0,05; Fe-EDTA - 0,05;
microelemente: Trilon B - 2,5; MnSO4 - 7TH,0 - 1,5; MoOs3 - 0,2; CuSOy - SHyO - 0,04; ZnSO4 - TH0 -
0,25 [4]. Pentru cresterea si dezvoltarea tulpinii studiate poate fi utilizat si lichidul cultural al algei
Dunaliella salina, la care se adaugd componentii organici (in g/L): zaharoza - 5, autolizat de drojdii - 10.

Tulpina se caracterizeaza printr-o sintezd sporitd de enzime lipolitice extracelulare. Faptul ca
enzimele sunt eliminate in mediul de cultivare inlesneste determinarea activitdtii lor si extragerea acestor
enzime. Activitatea lipolitici se determind spectrofotometric conform metodei descrise in Brevetul MD
nr. 845.

Activitatea lipolitic a tulpinii propuse variaza intre 3045...3350 mMol/mg.

Caracteristica morfo-culturald a tulpinii reprezintd bastonage gram-negative, aerobe, mobile, cu
dimensiunile de 0,5...1 x 1,5...4 um. Miscarea cu ajutorul flagelilor. In medii nutritive formeazi colonii
circulare, vascoase, de culoare albd, cu marginea coloniei ondulata, profilul usor convex. In mediul lichid
creste abundent, cu turbiditate uniforma. Aspectul coloniei de tip S. Se sintetizeazd pigmentul verde-
galben, fluorescent in ultraviolet.

Caracteristica fiziologo-biochimica: tulpina bacteriei Pseudomonas sp. 2 creste bine pe mediul cu
urmitoarea componentd (g/L): NaCl - 120; NaHCO; - 2,0; MgSO, - 7TH0 - 0,75; CaCl - 0,15, NaNOs -
0,5; CaH,POs - 0,05; Fe-EDTA - 0,05; microelemente: Trilon B - 2,5; MnSO4 - 7H20 - 0,0015; MoOs -
0,0002; CuSO4 - SH:0 - 0,00004; ZnSO; - TH0 - 0,00025.

Tulpina se caracterizeaza printr-o activitate lipoliticd extracelulara inaltd. Activitatea maximd a
fermentilor lipolitici se constatd in a 5-a zi de cultivare a bacteriilor.

Hemoorganotrof. Creste la temperatura de 42°C. Nu se observa cresterea la 5°C. Temperatura optima
de dezvoltare 24...26°C. Tulpina nu creste in prezenta BaCl, in concentratia de 10 g/L. Metabolism de tip
respirator. Catalazopozitivd. Oxidazopozitivd. Drept sursi de carbon pentru dezvoltare poate servi:
zaharoza, lactoza; mai putin glucoza, manitul, maltoza. Nu scindeaza gelatina. Poseda reactie proteolitica -
scindeazd cazeina. Are activitate lipoliticd pronuntata. Tulpina poseda sensibilitate la eritromicina,
gentomicind, lincomicind si nu este sensibild la oxaciclind, ampicilind, ristampicind, cefalosporine.

Gradul de puritate a tulpinii

Tulpina Pseudomonas sp. 2 a fost izolatd in culturd purd din mediul de cultivare a algei verzi
Dunaliella salina Teod. CALU - 834. Pentru cultivare necesitd conditii sterile, in caz contrar poate fi
infectatd de alte microorganisme (bacterii, ciuperci, drojdii).

Tulpina poate creste fira inhibarea proceselor de divizare in intervalul de pH 5,5...8,4. La pH-ul
mediului de 3,8 tulpina nu creste.
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Exemple de utilizare a inventiei

Exemplul 1

fntr-o colbi conici de 100 mL cu mediu nutritiv lichid cu urmitoarea components (g/L): NaCl - 120;
NaHCOs - 2,0; MgSO4 - 7H20 - 0,75; CaCl - 0,15; NaNOs - 0,5; KH2PO4 - 0,05; Fe-EDTA - 0,05;
microelemente: Trilon B - 0,0025; MnSO,4 - 7H,O - 0,0015; MoO; - 0,0002; CuSO;4 - SH>0 - 0,00004;
ZnS04 - TH20 - 0,00025, preparat pe apa distilata si sterilizat in autoclava la 0,5 atm. in decurs de 1 ora,
se inoculeazi 0,5 g/L biomasd absolut uscatd. Cultivarea are loc in termostat la temperatura 24...26°C in
decurs de 5 zile.

Biomasa bacteriand se inliturd prin centrifugare, iar in lichidul cultural se determind activitatea
lipolitica conform metodei descrise in Brevetul MD nr. 845.

Activitatea lipoliticd a lichidului cultural in ziva a 5-a de cultivare constituie 3045 mMol/mg.

Exemplul 2

La 50 mL de lichid cultural al algei verzi Dunaliella salina dupa S zile de cultivare se adaugi (in g/L):
zaharozd - 5 si autolizat de drojdii - 10.

Mediul pregitit se autoclaveaza la 0,5 atm. in decurs de 1 ord. Se inoculeaza 0,5 g/L biomasa absolut
uscatd. Cultivarea are loc in termostat la temperatura 24...26°C in decurs de 5 zile.

Biomasa bacteriand se inldturd prin centrifugare, iar in lichidul cultural se determind activitatea
lipoliticad conform metodei descrise in Brevetul MD nr. 845.

Activitatea lipoliticd a lichidului cultural in ziva a 5-a de cultivare constituie 3350 mMol/mg.

(57) Revendicare:

Tulpind de bacterii Pseudomonas sp. 2, CNM - PsB - 02, utilizatd in calitate de sursd de enzime
lipolitice cu activitate inalta.
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