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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
tulpini bacteriene Bacillus sp. cu rol in promovarea
procesului de Tnsilozare a plantelor furajere. Procedeul
conform inventiei consta in izolarea tulpinii din probe
siloz de iarba rezultatd prin fermentare spontana,
tulpina bacteriana izolaté fiind depusa cu numar de

inregistrare NCAIM (P) B 001438, Bacillus sp. SZX 102,
fiind capabila s& degradeze polizaharide structurale

vegetale, pentru imbunatatirea insilozarii furajelor.
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PROCEDEU DE IZOLARE SI CARACTERIZARE A TULPINII BACTERIENE
BACILLUS SP. $ZX102 CU ROL iN PROMOVAREA PROCESULUI DE INSILOZARE
A PLANTELOR FURAJERE

Prezenta inventie se referd la un procedeu de izolare si caracterizare a unei tulpini de
Bacillus sp. SZX102, numar de depozit NCAIMP(B)001438care poate fi utilizatd ca tulpind

benefica in procesul insilozirii avind capacitatea de a degrada polisacharide structuralevegetale.

Bacteriile producétoare de enzime celulolitice sunt foarte valoroase 1n diferite industrii,
cum ar fi industria chimica, textild, energetica dar si in agriculturd. Fiind constituentul principal
al membranelor celulelor vegetale, celuloza reprezintd o substanta organicd care apare frecvent.
Eliberarea glucidelor din celulozapoate fi realizatd pe cale biologicd sub actiunea enzimelor
celulolitice produse de diferite microorganisme (Hossein et al, 2012).Accelerarea procesului de

zaharificarepoate fi realizata cu ajutorul uneipretratiri fizice si/sau chimice a celulozei.

Microorganismele aerobe si anaerobe folosesc diferite strategii in degradarea materialului
lignocelulitic. Fungii anaerobi secretd enzime cu activitate celuloliticd diferita, iar bacteriile
anaerobe Incorporeaza celulazele intr-o structura legatéd de suprafata celulei denumita celulosomé
(Miller si Blum, 2010). Datoritd acestor structuri, microorganismele sunt capabile sd creasca
concentratia efectivd a enzimelor celulolitice pe suprafata celulari, si sd imbunétiteasca
activitatea enzimaticd datoritd functiondrii sinergice a acestora (Bayer si colab., 1998).Specii
bacteriene celulolitice sunt cunoscute din genurile Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter,

Lactobacillus, Pseudomonas si Rhodococcus.

Datoritd orientdrii mai pronuntate spre sursele regenerabile de energie, a crescut interesul
pentru microorganisme care sunt capabile s& descompund celuloza, iar scopul cercetdrilor a
devenit gasirea §i caracerizarea unortulpini celulolitice cu proprietatea de degradare mai
eficientd. Speciile de bacterii celulolitice sunt frecvente in diferite medii, cum ar fi compostul,

solul, in ape reziduale, in intestin si in fecalele animalelor.
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Se cunosc mai multe procedeuri de insilozare unde se aplicd ca aditivi biologici enzime
celulolitice si/sau bacterii celulolitice cu rol in degradarea polisacharidelor structurale.Brevetul
EP 0369198 B1 descrie un procedeu de coservare a plantelor furajere prin utilizarea unor enzime
celulolitice (celulaze si xilanaze), alti aditivi ca acizi organicirespectiv o tulpind bacterianad
lacticd. Acest brevet descrie procedeul obtinerii unei furaje fermentate cu valori nutritionale
imbunitatite si cu efecte benefice asupra sandtatii animalelor.Brevetul EP2013096369 Al
prezintd un procedeu propus pentru cresterea digestivitdfiimaterialului celulozic. Dupd o
pretratare fizico-chimicd pentru tratarea microbiologicé tulpini de Bacillus sp. (ATCC 700385,
NRRL B-50136, NRRL B-50622, NRRL B-50623, NRRL B-50605, NRRL B-50621 , NRRL B-
50015, NRRL B-50607, NRRL B-50606, PTA-7543, PTA-7547)au fost propuse. O tulpina
bacteriand de Bacillus subtilis recombinanti este propus pentru tratarea materialului
lignocelulozic in brevetul EP 2014078716 Al.Aceastd bacterie prezintd pe suprafata celulard o
structurd denumitd minicelulosoma (caracteristicd a tulpinilor bacteriene anaerobe) cuprinzand
doud sau mai multe enzime celulolitice, si este capabild sd creascd pe materie vegetald fard o

tratare prealabila si este capabila sé utilizeze material lignocelulitic ca singura sursa de carbon.

Problema pe care o rezolva inventia este izolarea §i caracterizareaunei tulpini celulolitice
de Bacillus sp. ca tulpind beneficd cu rol in promovarea procesului de insilozare plantelor

furajere.

Prin realizarea inventiei se obtin urméatoarele avantaje:

- se propune o noud tulpind bacteriand Bacillus sp. SZX102depozitatd cu numdir de
depozit NCAIMP(B)001438 la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms, Universitatea Corvinus din Budapesta, Ungaria

- aceastd tulpina are efect benefic asupra promovarii procesului de insilozare

- contribuie la Tmbunétitirea insilozdrii furajeloravdnd capacitatea de a degrada
polisacharide structuralevegetale, si cauzeazd cresterea cantitdtii de carbohidrati
fermentescibile in siloz

- tulpina poate fi baza unui nou produs in agricultura durabild care imbunatiteste
calitatile nutritive ale furajelor

- tulpina bacteriand este usor cultivata

In continuare se prezintdun exemplu de realizare a inventiei (problema tehnic3):

2
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Fazal. Izolarea si identificarea tulpinii bacteriene Bacillus sp.SZX102

[zolarea tulpinii bacteriene s-a realizat din produs fermentat, siloz de iarba pe mediu
nutritiv screening (compozitia exactd a mediului in gram/litru: gelatina: 2.0, celuloza 2.0, sulfat
de magneziu 0.25, fosfat dihidrogéh’ de potasiu 0.5, rosu de Congo 0.2, agar 15.0, pH final 7.0
+/- 0.2 la 25°C). 1 g siloz de iarbé a fost suspendatd in 10 ml solutie fiziologica (0,9% NaCl) din
care au fost realizati dilutii seriale zecimale gi insiméntate pe suprafata mediului nutritiv selectiv.

Incubarea placilor fost realizata la 28°C in conditii aerobe.

Conform rezultatelor izolatul bacterian selectat a fost identificat genetic respectiv
clasificat genotipic prin amplificarea genei ARNr 16S.Pentru izolarea ADN-ului bacterian s-a
utilizat un kit de extractie (AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit), si a fost realizat pe baza
instructiunilor de utilizare marcate de producdtor. Amplificarea genei 16S ribosomal prin
tehnicaPCR s-a realizat cu 2 amorse special proiectate pentru organisme procariote: 27 f si 1492
r.Identificarea a tulpinilor bacteriene a fost realizatd pe baza secventializarii fragmentului 16S

rADN (Tabel 1).

Tabell. Incadrarea taxonomica a tulpinii bacteriene pe baza secventelor 16S rADN

Luneimea Identificarea tulpinilor pe baza
secvgentei similaritati{ii secventei 16S rADN
Tulpi Compozitia nucleotidica a secventei 16S cu tulpinile din GenBank
uipina 16S rADN rADN -
(perechi de (nr. de referinti);
baze - pb) - procentul de similaritate
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Tulpina

Lungimea
secventei

16S rADN
(perechi de
baze - pb)

Compozitia nucleotidici a secventei 16S
rADN

Identificarea tulpinilor pe baza
similaritatitii secventei 16S rADN
cu tulpinile din GenBank

(nr. de referinta);

- procentul de similaritate

SZX102

853

CGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGC
ACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACT
TAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCC
CACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTAC
AGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGG
TGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCAC
CGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCT
TCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAAT
GACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTT
TCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGC
GAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGA
CAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGC
TTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACC
GCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCC
CTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAA
ACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCC
GTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGAT
TCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCC
GATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCAT
CGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACC
AACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATC
TGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTT
ATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAC
CATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGG
AGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTA
CCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCT
AACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGT
CCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACG
CCGCCA

Bacillus subtilis subsp. subtilis
ABQL01000001
99.88%

Faza 2. Determinarea utilizdrii a diferitelor surse de carbon si sensibilitate chimica

Caracterizarea fenotipicd a tulpinii bacteriene Bacillus sp.SZX102identificatdi a fost

realizatad cu ajutorul sistemului BiologMicrolog GenlIl (Tabelul 2). Aceasta caracterizare ne da

informatii despre utilizarea a 71 surse de C de cétre tulpina utilizaté respectiv contine 23 teste de

sensibilitate chimica (pH, diferite concentratii de NaCl, antibiotice).

Tabel 2. Rezultatele cele mai relevante a utilizarii diferitelor substraturi si sensibilitate chimica
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Substrat Bacillus sp.SZX102
Dextrin +
D-Maltose
D-Trehalose
D-Cellobiose
Gentiobiose
Sucrose
D-Turanose
Stachyose
pH 6
pHS
D-Raffinose
D-Melibiose
B-Methyl-D-Glucoside
D-Salicin
N-Acetyl-D-Glucosamine
N-Acetyl-B-D-Mannosamine
1% NaCl
4% NaCl
8% NaCl
a-D-Glucose
D-Mannose
D-Fructose
L-Rhamnose
1%Sodium Lactate
D-Sorbitol
D-Mannitol
myo-Inositol
Glycerol
Gelatin
L-Alanine
L-Arginine
L-Aspartic Acid
L-Glutamic Acid
L-Histidine
PyroglutamicAcid
Pectin
D-GalacturonicAcid
D-Gluconic Acid
D-GlucuronicAcid
Mucic Acid
D-Saccharic Acid
Methyl Pyruvate
L-Lactic Acid
a-Keto-Glutaric Acid
L-MalicAcid
Lithium Chloride
Potassium Tellurite
Acetic Acid

e N e I I I I R N A R R R R A R R R R RN R AR R R R E R R RN R R AR R B AR R R B B

Faza 3. Determinarea utilizarii celulozei si xilanului ca substrat
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Tulpina bacteriand Bacillus sp. SZX102 a fost testatd in vederea determindrii utilizarii
carbohidratilor structurali (celuloza, xilan). Pentru cresterea tulpinii bacteriene a fost folosit
mediu lichid BHM continidnd ca singura sursa de carbon celulozé/xilan. Mediul lichid BHM a
continut sulfat de magneziu 0.2 g/L, clorurd de calciu 0.02 g/L, potasiu dihidrogen fosfatl.0 g/L,
nitrat de amoniu 1.0 g/L si clorurd de fier 0.05 g/L. Acest mediu minimal a continut
celulozé/xilan in cantitate de 5 g/L. Mediile nutritive au fost inoculate cu culturi overnight in
realizate Tn mediu Nutrient. Dupa inoculare vasele Erlenmeyer au fost incubate timp de 7 zile la
28°C si 150 rpm. Probe pentru determinarea cantitatii carbohidratilor reducatoare au fost luate in
ziua 3, 5 si 7. Pentru obtinerea de supernatant probele au fost centrifugate si analizate cu metoda
Miller (1966).

Tulpina bacteriand Bacillus sp. SZX102este capabild sa creascd si sd utilizeze si celuloza

si xilanul ca surséd de carbon (vezi. Tabel 3.)

Tabel 3.Determinarea cantitétii de zaharuri reducétoare prin metoda DNSA

Variatia ODs4
TulpinaBacillus sp. SZX102 3 zile 5 zile 7 zile
xilan 0 0.0359 0.3933
celulozi 0 0.0332 0

.....

fermentate. Tulpina bacteriand Bacillus sp.SZX102s-a dovedit a fi compatibild cu toate tulpinile
bacteriene lactice testate (26 tulpini) din genul Lactobacillus sp., Enterococcus sp, Pedicoccussp,

Weisella sp. (Tabel 4.).

Tabel 4.Compatibilitatea tulpinii Bacillus sp. SZX102 cu tulpini de bacterii lactice

Tulpinibacterienelactice Bacillus sp. $X 102

Lactobacillus pentosus C11 +

Lactobacillus plantarum subsp. A5

Lactobacillus pentosus A7

Enterococcus fecalis B3

Lactobacillus pentosus CI10

+ |+ |+ |+

Lactobacillus pentosus C2

o
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Lactobacillus plantarum Al

Lactobacillus pentosus C15

Weissellaparamesenteroides Luc 2

Pediococcuspentosaceus Luc |

Enterococcus faecalisSzen 1

Leuconostoclactis N19

Lactobacillus plantarum C5

Enterococcus faecalis N21

Lactobacillus paracases N16

Lactobacillus pentosus N3

Lactobacillus plantarum C6

Lactobacillus acidophilus H9

Pediococcusparvulus H17
Lactobacillus buhneri HI
Lactobacillus brevis H15

WeissellaparamesenteroidesSzenana 2

Pediococcuspentosaceus Luc ana2

Lactobacillus plantarum subsp. Szen I ana

S e O e R R & B o R o o ) o o o R

Pediococcuspentosaceus Luc ana |

Faza 5. Cresterea tulpinii bacteriene pe biomasa vegetala

Cresterea tulpinii bacteriene a fost testatd pe mediu lichid BHM continénd ca singura
sursd de carbon biomasd vegetald (iarbd si lucernd). Mediul lichid BHM a continut sulfat de
magneziu 0.2 g/L, clorurd de calciu 0.02 g/L, potasiu dihidrogen fosfat1.0 g/L, nitrat de amoniu
1.0 g/L si clorurd de fier 0.05 g/L.Acest mediu minimal a continut biomasa vegetala
(iarbd/lucernd) intr-o cantitate de 37.8 g/L. Din culturile bacteriene incubate pe mediu lichid
Nutrient la 28°C, timp de 24 de ore, a fost realizata suspensia de baza. Mediul a fost inoculat cu
suspensie bacteriand Intr-un vas Erlenmeyer de 100 ml care a continut 20 ml de mediu lichid
BHM contindnd biomasd vegetald.Inocularea a fost efectuat cu o cantitate de 0,4 ml suspensie
bacteriand (ODgpo=1), suspensia bacteriand fiind adidugat intr-o cantitate de 2%. Mediul astfel
pregatit a fost incubat la 28°C, timp de 24 de ore la 145 rpm.Dupil2, 24, 36 si 48 de ore, probe
de cite 1 mL de culturd bacteriand au fost prelevate pentru determinarea numadrul unititilor
formatoare de colonii, prin realizarea unor serii de dilutii decimale si inocularea acestora pe
mediu agarizat Nutrient. Placile Petri au fost cultivate la 28°C timp de 24 ore, in vederea

stabilirii numarul celulelor viabile.

&
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Tulpina bacteriana Bacillus sp.SZX102NCAIMP(B)001438ajunge la o valoare de 4.26 *
10" UFC/mL in mediu lichid BHM continind iarbi dupa 48 de ore, iar in cazul mediu lichid
BHM continand lucerni ajunge la o valoare de 7.96 * 10’ UFC/mL dupa 48 de ore (vezi Tabel

5).

Tabel S. Cresterea tulpinii bacteriene Bacillus sp.SZX102 pe mediu BHM cu biomasa

vegetala

CFU/ml
Perioada de incubare 24 h 36h 48 h
Mediu BHM cu iarbi 0.1*10’ 4.46*10 4.26*10
Mediu BHM cu lucerni 0.1*10 3.6*10 7.96*10

Faza6 .Cresterea tulpinii bacteriene pe mediu lichid industrial

Mediul lichid industrial a continut 22.5 g/L féind de soia, 1.25 g/L K;HPO, si 1.25 g/L
zahir.Din culturile bacteriene incubate pe mediu lichid Nutrient la 28°C, timp de 24 de ore, a fost
realizatd suspensia de bazi. Mediul industrial a fost inoculat cu suspensie bacteriand intr-un vas
Erlenmeyer de 100 ml care a continut 20 ml de mediu lichid industrial.Inocularea a fost efectuat
cu o cantitate de 0,2 ml suspensie bacteriana (ODgpy=1), suspensia bacteriana fiind addugat intr-o
cantitate de 1%. Mediul astfel pregatit a fost incubat la 28°C, timp de 24 de ore la 145
rpm.Dupdl?2, 24, 36 si 48 de ore, probe de cate 1 mL de culturd bacteriana au fost prelevate
pentru determinarea numarul unitatilor formatoare de coloni, prin realizarea unor serii de dilutii
decimale si inocularea acestora pe mediu agarizat Nutrient. Placile Petri au fost cultivate la 28°C
timp de 24 ore, in vederea stabilirii numérul celulelor viabile.

Tulpina bacteriand Bacillus sp.SZX102NCAIMP(B)001438ajunge la o valoare de 12.74 *
10" UFC/mL in mediu lichid industrial dupa 48 de ore (vezi Tabel 7).

Tabel 7. Cresterea tulpinii bacteriene Bacillus sp. SZX102 pe mediu industrial

CFU/ml

Perioada de incubare

12 h

24 h

36h

48 h

Bacillus sp. SX 102

6.03*107

18.52*10’

14.36*107

12.74*107

e
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REVENDICARE
1. Tulpina Bacillus sp.SZX102, depusa la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms din Budapesta, cu numar de 1inregistrare NCAIMP(B)001438, bacterie
autohtona izolat din probe siloz de iarba obtinut prin fermentare spontana, este o tulpini capabila
sd degradeze polisacharide structurale vegetale cu o perspectivd pentru utilizare ca tulpind benefica,

pentru promovarea insilozarii plantelor furajere.
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