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Inventia se referd la biotehnologie, in special la 5 K,HPO, 0,75
mediile nutritive pentru cultivarea pseudomona- MgSO47H0O 0,75
delor fluorescente - producitori de substante biolo- extract din cianobacteria
gic active, utilizate in agriculturd. Spirulina platensis 0,05...0,10

Mediul nutritiv contine peptond, glicerind, apd pand la 1 L.
K,HPO,, MgSO,4-7H,O, extract din cianobacteria Rezultatul inventiei constd in sporirea cantitatii
Spirulina platensis si apd, avand urmatorul raport 10 de siderofor sintetizat de catre bacteriile Pseudo-
al ingredientelor, g/L: monas fluorescens.
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in special la mediile nutritive pentru cultivarea pseudo-
monadelor fluorescente — producétori de substante biologic active, utilizate in agricultura.

Este cunoscut mediul nutritiv cu acid succinic [1], ce se utilizeaza pentru cultivarea pseudomo-
nadelor fluorescente si sinteza sideroforilor, care contine (in g/L):

K>;HPO, 6,0
KH,PO, 3,0
(NH4)2SO4 1,0
MgSQOy * 7TH,O 0,2
acid succinic 4,0
apa pand launL

pH este adus panad la 7,0 cu hidroxid de sodiu inainte de sterilizare.

Dezavantajul acestui mediu este pretul inalt al acidului succinic i nivelul nesatisfacator de sintezd a
substantei cu proprietate antimicotica - sideroforului.

De asemenea este cunoscut mediul standard lichid - King B - pentru cultivarea pseudomonadelor
fluoroscente [2], care contine (in g/L):

peptona 20,0
glicerind 10,0
K,HPO, 1.5

MgSO4 « TH,O 1.5

apa pand launL
valoarea pH 7,2.

Dezavantajul mediului nutritiv mentionat este nivelul scazut de sintezd a sideroforului si pretul de
cost inalt al produsului final.

Problema pe care o rezolvad inventia datd constd in largirea asortimentului de medii nutritive i
sporirea cantitatii de siderofor sintetizat de citre bacteriile Pseudomonas fluorerscens.

Se propune un mediu nutritiv nou avand urmétoarea componenta si raport al ingredientelor (in g/L):
peptond - 10,0; glicerind - 5,0; K,HPO,4 - 0,75; MgSOy4 ¢ TH,O - 0,75; extract din cianobacteria
Spirulina platensis - 0,05...0,1; apa pani la 1 L; pH 7,2.

Rezultatul inventiei constd in sporirea cantititii de siderofor sintezat de catre bacteriile
Pseudomonas fluorerscens cu 30...34% si micsorarea pretului de cost al produsului final cu 50%.

Pregitirea extractului din cianobacteria Spirulina platensis

Cultivarea spirulinei s-a efectuat pe mediul nutritiv mineral nr. 16 (Gromov, Titova, 1983) prin
iluminare constanti de 12...15 mii ergi/cm’® in primele zile si de 18...20 mii ergi/cm? in urmitoarele
zile, in regim termic de 34...36°C si agitare periodicd. In a 5-a zi de cultivare biomasa de spirulini se
separd prin filtrare de lichidul cultural, se spald cu solutie de 1,5% de acetat de amoniu, se
resuspendeaza in apd in calcul de 10,0 g/L si se trateaza cu ultrasunet de 22 kHz cate 30 s de 5 ori la
intervale de 60 s. Supernatantul transparent obtinut este decantat in conditii aseptice in flacoane.

Exemplul 1. Mediul propus (50 ml), ce contine 0,05 g/L extract din cianobacteria Spirulina
platensis, este inoculat cu bacteria Pseudomonas fluorescens CNM PFB-01. Mediul standard King B si
mediul King B diluat de 2 ori constituie varianta martor. Dupd cultivarea (48 h) in termostat (28°C) cu
aerare (200 rot/min) acumularea sideroforului este inregistratd spectrofotometric. Valoarea densitatii
optice la lungimea de undd de 400 nm (DO4q0) dupa separarea sedimentului celulelor prin centrifugare
(5000 rot/min - 10 min) este masura conditionald a continutului sideroforului ce a fost sintetizat si
eliminat in mediu. Adaosul autentic in valoare DOyq in prezenta extractului din cianobacteria Spirulina
platensis constituie 30% fatd de martor - mediul King B diluat (1:1).

Exemplul 2. Mediul propus (50 ml), ce contine 0,1 g/L extract din cianobacteria Spirulina platensis,
este inoculat cu bacteria Pseudomonas fluorescens CNM PFB-01. Se repetd toate operatiile din
exemplul 1. Adaosul autentic in valoare DOy In prezenta extractului din cianobacteria Spirulina
platensis constituie 34% fatd de martor - mediul King B diluat (1:1).
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Tabel
Continutul sideroforului P
Medii nutritive in unitati conditionale, % fata de % fatd de Veridicitatea
densitatea optica - martor M1 | martor M2 fatd de
DOy martori
Mediul King B (M1)
solutia cea mai apropiatad 2,1+0,6 100
Mediul King diluat de 2 ori (M2) 4,3+0,2 100
Mediul conform inventiei:
e 0,05 gL 5,6+0,08 267 130 <0,01
e 0,1 gL 5,8+0.4 276 134 <0,05

in asa fel, utilizarea mediului nutritiv propus cu extract de spirulini contribuie la sinteza si
acumularea sporitad in mediu a sideroforului.

(57) Revendicare:

Mediu nutritiv pentru cultivarea pseudomonadelor fluorescente ce include peptond, glicering,
K,HPO,, MgSO47H,0 si apa, caracterizat prin aceea ca suplimentar contine extract din cianobacteria
Spirulina platensis, avand urmatorul raport al ingredientelor, g/L:

peptona 10,00
glicerina 5,00
K,HPO, 0,75
MgSO,-TH,0 0,75
extract din cianobacteria Spirulina platensis 0,05...0,10
apd pani la 1L.
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biosynthesis, purification and physico-chemical properties. Journal of Gen. Microbiol., 1978,
v. 107, p. 319 -328
2. King E.O., Ward M.K,, Runey D E. Two simple media for the demonstration of piocianin
and fluorescein. Journal of Lab. 1954, v. 44. p. 301-307
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