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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologia microbiologica, in special la procedeele de cultivare a Propionibacterium freudenreichii s.s.
shermanii.

Sunt cunoscute diverse procedee de cultivare a Propionibacterium freudenreichii s.s. shermanii, ce se deosebesc atat prin
componenta mediilor, cat si dupa conditiile de cultivare. Astfel, se cunosc urmatoarele medii: mediu cu zer lactat [1], mediu cu ulei
vegetal [2], glucozopeptonic [3] si alte medii utilizate pentru cultivarea tulpinilor de Pro pionibacterium freudenreichii s.s. shermanii.

Dezavantajele procedeelor de cultivare a tulpinii Propionibacterium freudenreichii s.s. shermanii in aceste medii constau in
prezenta unor componente costisitoare si deficitare, asigurarea unei cresteri slabe a culturii.

In calitate de cel mai apropiat analog s-a ales procedeul de cultivare industriald a propionibacteriilor, care consta in cultivarea
microorganismelor prin agitare permanenta in 2 faze (I faza - anaeroba, a II-a - aeroba) in mediul nutritiv cu urmatoarea componenta,
in g/l: extract de porumb - 60,0; glucoza - 40,0; (NH4),SO, - 2,0; CoCly*6H,0 - 0,005; 5,6-dimetilbenzimidazol - 0,015 [4].
Dezavantajul celui mai apropiat analog consta in asigurarea unei sinteze reduse a cianocobalaminei si porfirinelor de catre tulpina
cultivata.

Problema pe care o rezolva inventia propusa consta in elaborarea procedeului de cultivare a Propionibacterium freudenreichii s.s.
shermanii, care poate asigura o sinteza sporita a cianocobalaminei si porfirinelor.

Esenta inventiei constd in aceea cd procedeul de cultivare a Propionibacterium freudenreichii s.s. shermanii in mediu nutritiv ce
contine extract de porumb, glucozd, CaCl, *6H,0, (NH4),SO, si 5,6-dimetilbenzimidazol la agitarea culturii microorganismelor,
microorganismele fiind cultivate in conditii facultativ aerobe cu pH 6,8-7,0 in mediu nutritiv ce contine, in g/1:

extract de porumb 80,00
glucoza 14,00
(NH,4),SO, 3,50
CoCl,*6H,0 0,01
5,6-dimetilbenzimidazol 0,03,

in care introducerea in mediu nutritiv a 5,6-dimetilbenzimidazolului si agitarea culturii se efectueaza pe parcursul fazei a doua a
fermentarii.

Noutatea inventiei consta in aceea cd cultivarea microorganismelor se efectueaza in conditii facultativ aerobe cu pH 6,8-7,0 in
mediu nutritiv ce contine, in g/1:

extract de porumb 80,00
glucoza 14,00
(NH,),S0, 3,50
COClQ' 6H20 0,01
5,6-dimetilbenzimidazol 0,03,

in care introducerea in mediu nutritiv a 5,6-dimetilbenzimidazolului si agitarea culturii se efectueaza pe parcursul fazei a doua a
fermentarii.

Utilizarea compozitiei propuse a mediului, cultivarea microorganismelor in conditii facultativ aerobe cu pH 6,8-7,0, introducerea
in mediu nutritiv a 5,6-dimetilbenzimidazolului si agitarea culturii pe parcursul fazei a doua a fermentdrii asigura optimizarea
conditiilor si obtinerea sintezei sporite a cianocobalaminei si porfirinelor.

Cantitatea de masd biologica, cianocobalamina si porfirine, obtinute in mediul  celui mai apropiat analog, cat si in cazul
mediului optimizat, precum si parametrilor optimi ai conditiilor de cultivare, sunt prezentate in tabel.

Tabel
Varianta Nr. de Masa biol. abs. Cianocobalami- Porfirine, mg/1
probe uscatd, g/l nd, mg/l
Analogul cel mai
apropiat 20 7,20+0,52 8,27+0,6 25.61+0,91
Mediu optimizat 20 8,56+0,45 12,63%0,3 31,42+0,83
Mediu optimizat,
conditii optimizate 20 9,70+0,55 16,10+0,7 35,97+1,15

Datele din tabel ilustreaza faptul ca, in cazul mediului optimizat, si mai ales in cazul mediului optimizat i conditiilor optimizate,
parametrii productivitatii culturii Propionibacterium freudenreichii s.s. shermanii sunt mai mari decat ai celui mai apropiat analog.
Exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Cultura Propionibacterium freudenreichii s.s. shermanii CNM-PB-01 este cultivata in baloane Erlenmeyer a cate 100 ml cu 80 ml
mediu cu urmatoarea components, in g/l: extract de porumb - 80,00; glucozi - 14,00; (NH,),SO, - 3,50; CoCly»6H,0 - 0,01. n ziua
a V-a de fermentatie se adauga 0,03 g/l de 5,6-DMB, pe parcursul fazei a II-a a fermentatiei cultura se agita in camera cu agitatoare
la temperatura de 28°C, la Intuneric. Durata cultivarii este de 7 zile, pe parcursul careia pH-ul se regleaza pana la 6,8-7,0 cu ajutorul
solutiei de 10% de Na,CO;; conditiile de cultivare sunt facultativ aerobe.

Productivitatea culturii constituie 9,55 g/l de biomasa absolut uscatd, 16,8 mg/l de cianocobalamina si 34,82 mg/1 de porfirine.

Exemplul 2
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Cultura Propionibacterium freudenreichii s.s. shermanii CNM-PB-01 este cultivata in baloane Erlenmeyer a cate 100 ml cu 50 ml
mediu cu urmatoarea componenta, in g/l: extract de porumb - 80,00; glucoza - 14,00; (NH,4),SO;, - 3,50; CoCl,*6H,0 - 0,01. in ziva
a V-a de fermentatie se adauga 0,03 g/l de 5,6-DMB, pe parcursul fazei a II-a a fermentatiei cultura se agita cu ajutorul agitatorului
magnetic instalat in termostat. Cultivarea se desfasoara la temperatura de 28°C, in conditii facultativ aerobe. pH-ul mediului se
mentine in limitele de 6,8-7,0 cu ajutorul solutiei de 10% de NaHCOj;.

Productivitatea culturii in ziua a VIII-a de cultivare este de 9,71 g/l de biomasa absolut uscatd, 16,08 mg/1 de cianocobalamina si
35,99 mg/1 de porfirine.



