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Inventia se refera la un microorganism producéator de polizaharide ce sinteti-
zeaza prin fermentatie pe un mediu adecvat si in conditii optime, un polizaharid de tip
pullulan, cu largi utilizéri in special in industria alimentara, chimica si farmaceutica.

Se cunosc diferite tulpini de Aureobasidium pulfulans cu caractere superioare
de biosinteza a pullulanului. Astfel, in scopul cresterii potentialului productiv al unei
tulpini parentale, s-a aplicat mutageneza cu radiatii gamma (RO 90 438/1989) sau
chimica (FEMS Micro biology Letters 124, 167-172, 1994). In acelasi scop' si pentru
a reduce gradul de pigmentare in timp a mediului de fermentatie, cu consecinte nega-
tive atat asupra procesului de separare si purificare, cét si a calitatii polizaharidului
obtinut, se izoleaza din naturd noi tulpini de Aurebasidium (Korean J.Appl. Microbiol.
Biotechnol.21, 494-503 (19393).

Desi s-au obtinut rezultate superioare, tulpinile praducédtoare obtinute pana
acum cu un volum mare de munca si costuri, prezintd unele dezavantaje cum ar fi:

- concentratie initiald a sursei de carbon ce atinge max. 8%, limitand astfel con-
centratia finald a polizaharidului sintetizat;

- capacitate lentd de consum a sursei de carbon si, ca urmare, de sinteza a
polizaharidului, necesitédnd o duratd mare a procesului de fermentatie (S...7 zile):

- imposibilitatea, Tn majoritatea cazurilor, de a impiedica formarea pigmentului
brun (de tip melanind), creand dificultéti in izolarea unui produs de calitate superioara.

Microorganismul conform inventiei este o tulpind de Aureobasidium pullulans
ICCF-83, nregistratd in colectia Institutului de Cercetari Chimico-Farmaceutice sub
nr.211, ce se prezinta sub forma de celule alungite, perlate, hialine, cu potential de
pigmentare absent, cu colonii de tip smooth care fermenteaza total fructoza, glucoza,
xiloza, capabild s& consume rapid sursa de carbon Tn concetratii initiale de pana la
10% si cu o capacitate superioara de a sintetiza pullulan.

Inventia prezintd avantajul realizérii unui microorganism capabil de a sintetiza
polizaharide cu un randament ridicat.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Din tulpina Aureobasidium pullulans ICCF-68, stocata n conditii
de laborator (+4°C) pe un mediu static lichid, se preia 0,1 ml si se disperseaza in
dilutii seriate pe mediu nutritiv agarizat, repartizat in placi Petri.

Mediul nutritiv agarizat contine (%): glucoza 5; sulfat de amoniu 0,2; azotat de
sodiu O,2; fosfat monopatasic 0,5; cloruré de sodiu 0,2 si sulfat de magneziu 0,05.

Incubarea se face la 28°C, 48 h.

Se face o selectie a coloniilor izolate confarm criteriilor: colonii tip scmooth,
culoare alb-crem, suprafatd bombata, lucioasa, neteda.

Colonia selectionatd se picura din nou pe mediul nutritiv agarizat, cu incubare
la 28°C, static, 48 h, care constituie preinoculul.

Cultura dezvoltata in plaja provenita din colonia selectionata se suspenda n apa
distilata, sterild, cate 5 ml/tub, si se inoculeazd un flacon Erlenmayer cu mediu inocul
in raport de 2% {v/v).

Mediul de inocul se abtine conform descrierii din exemplul 1, contindnd
(%).glucoza 2; bactopeptona 0,2; KH,P0, 0,2; NaCl 0,2.

Cultura optima, conform descrierii de mai sus, se inoculeaza in raport de 1 -
5 % (v/v] in mediul de biosintez& descris.
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Schema de lucru este urmatoarea:

Mediu static Mediu  inoculare statica colonii
lichid +4°C O1mlin_ . nutritiv 28°C izolate
Aureobasidium dilutii seriate agarizat — - tipice —
pullulans ICCF -68 n

placi Petri
Repicare de
colonie pe inoculare
mediu 28°C, agitare
nutritiv 48 h
agarizat n - Preinocul 5 ml ap8 distilatd /tub  inocul ' biosinteza
eprubete, suspensionare 2 ml  lichid — 28°C
culturd n Agitare 48
plaja
7-14 zile

Preinoculii care au avut caracteristicile: depigmentare constanta si absoluta in
timp de 7 - 14 zile; consum rapid al masei de carbon in faza de biosinteza {48 h); pro-
ductibilitate sporitd in pullulan - au fost trecuti in mediu lichid de stocare, pentru con-
servarea acestor caracteristici si reluarea ciclului de selectie/productie. in decursul
timpului (cca. 5 ani) din tulpina ICCF-68 s-a selectionat tulpina ICCF-83 avand
caracteristicile biochimice superioare.

Tulpina Aureobasidium pullulans ICCF83, inregistrata in colectia ICCF sub
nr.211, prezintd urmatoarele caracteristici:

a) Morfologice: celule rotunde, hialine, perlate cu pereti subtiri care devin ingro-
sati, cu aspect de drojdie cu balastospori care, prin diviziune, dezvoltd un miceliu
adevdrat, ce formeaza chlamidospori.

b) Culturale: pe medii lichide statice prezintd un depozit translucid, care, cu
timpul, se pigmenteazd cu melaning; lichidul este clar, vascos si devine opalescent
prin agitare; pe medii lichide agitate, cultura se prezintd cu aspect opalescent cu
turbiditate uniforma ce devine verde-inchis-negru, dupa 80 h de agitare. 7

Caloniile pe medii agarizate peptonate, cu un ciclu de 48 h, sunt de tip smaoth
de culoare alb-crem. Suprafata lor este bombatd, lucioasad, neteda.

Prin Tmbatranire, coloniile nu isi modificd aspectul morfologic tip smooth, sunt
lucioase, mucoidale si réman tatal depigmentate indiferent de varsta.

Pe gelatind, microorganismul creste la suprafatd, cu aspect opac.

c) Fiziologice: tulpind aeroba, pH optim pentru multiplicare 5,5...7; pentru
biosinteza 5...7,5 cu limits de 4,5...8. Temperatura optima de dezvoltare 25...28°C,
Nu reduce nitratii si nitritii; nu hidrolizeaza amidonul; reactiile la rosu-metil, Voges-
Proscauer, indol, ureaza si hidrogen sulfurat sunt pozitive; fermenteaza total glucoza,
fermenteaza moderat la pH neutru maltoza, celobioza, lactoza, xiloza, arabinoza si
fructoza; nu fermenteaza galactoza, zaharoza, rafinoza, melibioza, dulcitolul inositolul,
salicina, adonitul si inulina.
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Ca mad de lucru pentru selectia microorganismului se procedeaza astfel:

O fiola de liofilizat (al unei suspensii total depigmentate, cu productivitate
maxima in pullulan sau o fiold crioconservata in azaot lichid (cu aceeasi suspensie] se
suspenda in 5 ml ser fiziologic sterit si se inoculeaza pe un mediu de agariiat nutritiv,
ce contine glucozd, extract de drojdie, extract de malt si bactopeptona. Incubarea se
face la 25...28°C timp de 48 h.

Cultura cu aspect corespunzator, conform descrierii colonilor smoath mucoi-
dale de pe mediul nutritiv, este suspendatd cu 5 ml apa distilata sterila si, in mod
simultan, se inoculeaza un tub cu mediu static de conservare, precum si un tub cu
mediu agarizat nutritiv - confarm descrierii de mai sus, care constituie preinoculul
pentru a testa capacitatea productivitdti de pullulan pe un mediu specific de
biosinteza.

Mediul static lichid (RO 88881,/1985) conserva microorganismul pe o pe-
rioadad medie de timp (6 - 12 luni) la 0 temperatura de +4°C, cu inhibarea proceselor
metabolice ce formeaza pigmentarea lenta a celulelor microorganismului, care, odata
repuse In conditii de dezvoltare pe medii nutritive si pe medii de biosinteza, au capa-
citatea de a relua ciclul evolutiv si de sinteza a pullulanului, fara a produce melanina.

Ca mod de lucru pentru testarea capacitétii productive se procedeaza astfel:

Preinoculul obtinut conform descrierii de mai sus (mediu nutritiv inoculat cu 0,1
ml culturd din mediul static lichid) se suspendd cu 5 ml apa distilata si, din acesta, se
inoculeaza, in raport de 2%, un mediu de inocul la flacoane tip Erlenmayer.

Mediul de inocul contine glucoza, bacto peptona si saruri minerale la un pH in
limite de 4,5...7; este incubat la 25...28°C cu agitare rotativa de 200...300 rpm
timp de 18...24 h.

Cultura optima, conform descrierii de mai sus, se inoculeaza in raport de 1...5
% 1n mediul de biosinteza ce contine {%): glucoza 5 - 10 (s.r.); KH,PO, O,5; (NH,),S0,
0,2; NaNQ, 0,2; NaCl 0,2; MgS0,.7H,0 0,08, pH initial ajustat la 5 - 6,3 cu solutie
NaOH 10 N.

Culturile care au prezentat cele mai mari productivitdti in pullulan au fost in
continuare selectionate conform pracedeului descris schematizat astfel:

[ Cuiturs in
Liofilizat { suspensie in.  Mediu nutritiv| suspensie . Mediu static
criconserv | Ser fiziologic agarizat lichid +4°C
Cultura in
Lsuspensie » Preinocul ,
(mediu nutritiv
agarizat (25-28°C)
)
suspensie Inocul 2% .. Biosintezd
2% Agitare 25-28°C 25-28°C
48 h agitare




In tabelul 1 se dau, comparativ, caracteristicile de asemé&nare si diferentiere
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intre tulpina parentald si cea nou obtinuté prin selectie.

morfologicé

Tabelul 1
Caracteristici Aureobasidium pullulans
ICCF-68 (Mg;) ICCF - 83
0 1 2
I. Caractere
morfologice
1. Dimensiuni
- radulaspori 3-3,5/1,52u 3.5/1,5-2u
- miceliu 1020/1.5-2,5u 10-20/2,5u
2. Mobilitate nu prezintd nu prezinta
3. Sporulare 3-35/15-2u 35/2-25u
4. Farma

Celule rotunde hialine perlate cu
peretii subtiri care devin
Tngrosati cu aspect de drojdie;
blastospori prin diviziune fac
unmice adevarat

Celule alungite perlate cu
pereti hialini subtiri care au
pierdut capacitatea de a
forma miceliu si blastospori
pigmentati cu melanina

Il. Aspecte culturale

1. Aspect pe medii

lichide

- statice depozit translucid cu crestere pe depozit translucid cu
peretii eprubetei in forma de inel | crestere pe peretii eprubetei
ce devine pigmentat cu varsta; | in forma de inel care r@mane
lichidul este clar si devine depigmentat total cu varsta;

opalescent la agitare. lichidul este clar si devine
opalescent la agitare.
- agitate

opalescent cu turbiditate

uniforma usoar vascos de
culoare alb-gdlbuie ce devine
verde inchis-negru dup& 48 h
prin eliberare de pigment

opalescent cu turbiditate
uniforma, usor vascos, de
culoare alb-galbui ce nu se
modificd dupa 48 h.

(melanrina).

140

145

150

155

160

165

170



175

180

185

190

195

200

205

210

215

RO 116203 B

Tabelul 1 {continuare}

Caracteristici

Aureobasidium puffulans

ICCF-68 (M)

ICCF - 83

0

J]

2

2. Aspectul coloniilor

pe medii agarizate peptonate
prezinta crestere la 48 h; colonii
tip smooth si rough de culoare
alb-crem:suprafata bombata,
lucioasa, neteda prin
imbé&tranire devin rough cu
aspect aderent la mediu si cu
eliberare de melanina.

pe medii agarizate peptonate
prezintd crestere la 48h;
colonii de tip smooth
lucioase, cu aspect mucoid
de culoare alba; suprafaté
bombat&, netedd; prin
imbétréanire nu se madifica
aspectul macroscopic
descris: se preleveazd usor
de pe mediu; nu se formeaza

melanina.
ICCF-68 (Msg) ICCF - 83
0 1 2

3. Dezvaltare pe

crestere la suprafatd cu aspect

crestere la suprafata cu

gelatina lucios aspect lucios mucaid.
lll. Caractere
morfologice
1. Necrsitati de O, aerch aerob
2. PH optim
- multiplicare 55-7 55-7
- biosinteza 5-75 45-7,5
- pH limita 45-8 4-8
3. Temperatura
optima de dezvoltare 25 -28°C 25-28°C

4. Reducerea
nitratilor

9. Hidroliza
amidonului

6. Reactia la rosu-
metil

7. Reactia Voges
Proscauer

8. Reactia la indol
(Kovacs)

9. Reactia la ureaz8

10. Hidrogen
sulfurat
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Tabelul 1 (continuare)

Caracteristici

Aureobasidium pullulans

ICCF-68 (Ms.)

ICCF - 83

0

II

e .

11. Fermentatie de
zaharuri

A) totald cu
producere de acid

fructoza, xiloza

fructoza, xiloza, glucoza

B) moderata (pH
neutru)

maltoza, celobioza, lactoza,
arabinoza, glucoza

maltoza, celobioza, lactoza,
arabinoza, zaharoza

C) nu fermenteaza

galactoza, zaharoza, rafinoza,
melibioza, dulcit, inosit, salicin,

adonit, inulin

galactoza, rafinoza,
melibioza, dulcit, inosit,
salcin, adonit, inulin

V. Necesitati
nutritionale

tulpind prototrofé creste pe
mediu minimal

tulpind pratotrofa creste pe
mediu minimal

V. Capacitate de
consum a sursei de
carbon (glucoza(%

(sr)

- fermentatie tip
batch

5-8 (48-60 h)

5-10 (48-60 h]

- fermentatie tip fed-
batch

14 (82 h)

19 (80 h)

Vi. Capacitate de a
produce pullulan
- conc. Finala g/|

- fermentatie tip
batch 1n bioreactor
metalic (150 [)

25-950

30-60

- fermentatie tip fed-
bach (SO h} in
microfermentator
(141

65

103

Caracteristici ale
polizaharidului
(pullulan) produs:

- masé moleculard
Kda

200 - 300

150 - 300

- vascozitate
aparenta a sol.
Apoase 2%
(vascozimetru rotativ
1300 s', 23°C)

25-6

220

225

230

235

240

245

250

255
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Revendicare

Microorganism producator de polizaharide de tip pullulan, caracterizat prin
aceea cé este o tulpind de Aureobasidium pullulans ICCF-83, inregistrata in colectia
Institutului de Cercetéri Chimico-Farmaceutice sub nr.211, ce se prezinta sub forma
de celule alungite, perlate, hialine, cu potential de pigmentare absent, cu colonii de tip
smooth care fermenteaza total fructoza, glucoza, xiloza, capabild sa consume rapid
sursa de carbon in concentratii initiale de pana la 10% si cu o capacitate superioara
de a sintetiza pullulan.
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