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9 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI PREPARAT BIOLOGIC
DIN LACTOBACILLUS PLANTARUM

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la obtinerea unui inoculant
microbiologic pentru Tnsilozarea furajelor prin cultivarea
submersé a unor tulpini selectionate de Lactobacillus
plantarum pe medii cu glucoza si un continut redus de
saruri minerale, prin: cultivare pe un mediu lichid a unui
extract de malt, timp de 24...48 h; realizarea unuiinocul
prin insamantare cu preinocul si cultivare statica la pH
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5,5, 36...42°C, timp de 20...28 h, in conditii anaerobe;
fermentatie propriu-zisa si cultivare cu agitare intermi-
tentd; prelucrarea mediului de productie, obtinandu-se
un preparat sub forma de pulbere de culoare alb-gri, cu
titrul 4,8x10%...5x10"" CFU/qg.

Revendicari: 3

Orice persoand are dreptul sd formuleze in scris si motivat,
la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de inventie, in
termen de 6 luni de la publicarea mentiunii hotararii de
acordare a acesteia
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RO 123354 B1

Inventia se refera la un procedeu pentru obtinerea unui inocul microbiologic pentru
insilozarea furajelor prin cultivarea submersa a unei tulpini de Lactobacillus plantarum.

Este cunoscut faptul ca dintre numeroasele tipuri de bacterii fermentative utilizate in
conservarea furajelor, bacteriile acidolactice sunt cele mai utilizate, acestea conducand la
imbunatatirea calitatii si a valorii nutritive a furajelor, precum si la mentinerea unui echilibru
microbian favorabil starii de sanatate, la nivelul tractusului digestiv al animalelor.

Céteva studii preliminarii au aratat cd mediul de culturd poate fi imbogatit prin
addugarea extractului de carne sau de drojdie ducand astfel, atat la imbunatatirea
performantelor de crestere, cat si la producerea lactatului de catre lactobacili (Ohleyer si
colab., 1985; Timmer si Kromkamp, 1994)

Fermentatia din silozuri este predominant lactica, provenita prin activitatea bacteriilor
lactice gasite in mod natural in plante la insilozare. Aceste bacterii, prin procesele
fermentative ale glucidelor produc in diferite proportii acid lactic, acid acetic, manitol si dioxid
de carbon. Dintre acestia, ideal este s& predomine acidul lactic, deoarece are un efect
puternic de conservare al plantelor si are o palatabilitate ridicata, faté de acidul acetic, care
nu este acceptat de rumegatoare.

Cea mai eficienta cale de a sintetiza acid lactic nu este cea prin procese chimice, ci
prin biosinteza, utilizand tehnici de fermentatie cu tulpini selectionate (Ye si col., 1996).

Problema pe care o rezolva inventia de fata este de a realiza un produs biologic
utilizat ca inocul la insilozarea plantelor furajere, cu un puternic afect de conservare si
ulterior cu efect probiotic in hrana animalelor.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca prezinta urmatoarele etape:

- realizarea unui preinocul dintr-o tulpin& selectionata de Lactobacillus plantarum
283.1 prin cultivare pe un mediu lichid cu 4...8% extract de malt si pH 5,2...5,8, la 36...42°C,
timp de 24...48 h;

- realizarea unui inocul prin insamintare cu preinocul, in proportie de 1...3% a unui
mediu care cuprinde apa, peptona, glucoza, fosfat de amoniu, peptona, carbonat de calciu,
in raport de 100:0,5:2:0,1:1, si cultivare statica la pH 5,5, la 36...42°C, timp de 20...28 h, in
conditii anaerobe;

- fermentatia propriu-zisa prin insamantare cu inocul, inraport de 1...3% a unui mediu
de productie care contine apa, peptona, glucoza, fosfat de amoniu, carbonat de calciu in
raport de 100:0,1:2:0,1:1 si cultivare cu agitare intermitentd 80 rpm timp de 8 h in primele
24 hla pH 5,5, la 42°C, timp de 48...72 h, in conditii anaerobe, pH-ul final al mediului
devenind 4;

- prelucrarea mediului de productie obtinandu-se un preparat sub forma de pulbere
de culoare alb gri cu titrul 4,8 x 10°...5 x 10" CFU/g.

Prin aplicarea inventiei, se obtine avantajul unui titru de viabilitate sporit in mediul de
cultura final.

S-au selectionat tulpini de Lactobacillus plantarum, a caror dezvoltare a fost diferita
in functie de materiile prime care s-au utilizat la prepararea mediului de cultura si de
temperaturé la care se face fermentarea. Se pot utiliza lactobacili foarte rezistenti la aciditate
si foarte activi in producerea acidului lactic.

Tulpinile de Lactobacillus plantarum care au avut o dezvoltare rapida si care au
determinat o productivitate mare au fost: Lactobacillus plantarum 283.3, Lactobacillus
plantarum 283.1, existente in colectia USAMV.

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui preparat biologic, prin cultivarea
submersa a microorganismului Lactobacillus plantarum inregistrat in colectia de micro-
organisme a USAMV-Facultatea de Biotehnologii, sub nr.283, pe medii continand glucoza
tehnica si o cantitate redusa de saruri minerale.

2



RO 123354 B1

Factorii majori care afecteaza atat cresterea microorganismului cét si productivitatea
acestuia sunt: conditiile limitative ale nutrientilor din mediul de cultura si efectul inhibitoriu
cauzat de acidul lactic produs in bulionul nutritiv.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Exemplu. Se prepara un inocul vegetativ, prin cultivarea microorganismului pe un
mediu continand 2 g glucoza, 0,1 g (NH,),HPO,, 0,1 g peptona, 0,1 g CaCO,, 100 ml apa,
la pH 5,5, sterilizat 20 min la 110°C. Caracteristicile de dezvoltare ale inoculului dupa 24 h
sunt: pH 4,8, D.Og;, (densitate optica la 570 nm): 0,108 (dilutie 1:50), nr. de microorganisme:
4,2x 10’, substanta uscata: 2,2%.

Cultura inocul se utilizeaza pentru insamantarea mediului de productie, in proportie
de 1-3%.

Mediul de fermentatie contine: glucoza 2%, (NH,),HPO,0,1%, peptona 0,1%, CaCO,
0,1%, pH 5,5.

Dupa sterilizare si adaugarea inoculului, mediul de fermentatie se mentine timp de
48 h, la urmatorii parametrii: temperatura 42°C, agitare intermitenta 80 rpm timp de 8 h in
primele 24 h de fermentatie, in conditii de anaerobioza, pH-ul final al mediului fiind 4. Valorile
obtinute pentru exemplu sunt redate in tabelul urmator.

Tabel
Rezultate obtinute in experientele de cultivare in bioreactor a tulpinilor de
Lactobacillus plantarum (dupa 48 h de fermentatie)

Nr. crt. Tulpina Conditii de D.O. Concentratie Titrul de viabilitate
utilizata cultivare glucoza CFU/g biomasa uscata
Sarja 1 L. plantarum pH5,5 T40°C 0,405 0,025 5,9x107
283.3 80 rpm
Sarja 2 L. plantarum pH5,5 T40°C 0,380 0,010 4 8x10°
2831 80 rpm

La sfarsitul bioprocesului dupa 48...72 h de cultivare a producatorului, se efectueaza
prelucrarea mediului de cultura in urmatoarele faze:

Varianta a:

- concentrare sub vacuum la 40...50°C, pana la 1/10 din volumul initial; operatia se
efectueaza intr-un rotavapor pelicular tip Buchi;

- absorbtie a solutiei concentrate continand atét lichidul de cultura, cat si biomasa pe
carbonat de calciu si térate de grau in proportie de 100:60:40;

- uscarea amestecului la 40°C in curent de aer, obtinandu-se un preparat sub forma
de pulbere de culoare alb-gri cu titrul de viabilitate: 4,8x 10° CFU/g.

Varianta b:

- separare a biomasei prin centrifugare si inlaturare a supernatantului;

- adsorbtie a biomasei pe carbonat de calciu in proportie de 1 g biomasa/1 g CaCQO;;

- uscare in exicator sub vid, obtindndu-se un preparat sub forma de pulbere de
culoare alb-gri, cu titrul de viabilitate: 5x10"" CFU/g

Produsul obtinut prin procedeul conform inventiei permite obtinerea unor preparate
biologice utilizate ca inoculant pentru siloz de plante furajere (lucerna, orz, ciocaldi etc.), in
proportie de 1 g/tona de siloz.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unui inoculant microbiologic pentru insilozarea furajelor
prin cultivarea submersa a unor tulpini selectionate de Lactobacillus plantarum pe medii cu
glucoza si un continut redus de saruri minerale, caracterizat prin aceea ca prezinta
urmatoarele etape:

- realizarea unui preinocul dintr-o tulpina selectionata de Lactobacillus plantarum prin
cultivare pe un mediu lichid cu 4...8% extract de mailt si pH 5,2...5,8, la 36...42°C, timp de
24..48 h;

- realizarea unui inocul prin insdmintare cu preinocul, in proportie de 1...3% a unui
mediu care cuprinde apa, peptona, glucoza, fosfat de amoniu, peptona, carbonat de calciu,
in raport de 100:0,5:2:0,1:1 si cultivare statica la pH 5,5, la 36...42°C, timp de 20...28 h, in
conditii anaerobe;

- fermentatia propriu-zisa prin insamantare cuinocul, in raport de 1...3% a unui mediu
de productie care contine apa, peptona, glucoza, fosfat de amoniu, carbonat de calciu in raport
de 100:0,1:2:0,1:1 si cultivare cu agitare intermitenta 80 rpm, timp de 8 h in primele 24 h, la
pH 5,5, 42°C, timp de 48...72 h, in conditii anaerobe, pH-ul final al mediului devenind 4;

- prelucrarea mediului de productie, obtinandu-se un preparat sub forma de pulbere
de culoare alb-gri, cu titrul 4,8 x 108...5 x 10" CFU/g.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca prelucrarea mediului
de productie se face prin:

- concentrare sub vacuum la 40...50°C, pana la 1/10 din volumul initial;

- absorbtie a solutiei concentrate continand atat lichidul de cultura, céat si biomasa pe
carbonat de calciu si térate de grau in proportie de 100:60:40;

- uscarea amestecului la 40°C in curent de aer.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca prelucrarea mediului
de productie se face prin:

- separare a biomasei prin centrifugare si inlaturare a supernatantului;

- adsorbtie a biomasei pe carbonat de calciu in proportie de 1 g biomasa/1 g CaCQO;;

- uscare in exicator sub vid.
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