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(57) Rezumat:

1 2
KH,PO, 2,0; KCI 0,5; MgSO, 0,5;
[Co(DH),(Anil), ][ TiFs] 0,005...0,010 si apa
5 potabild pana la 1 L.
Revendicari: 1

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la

un mediu de cultivare a tulpinii de fungi Aspergillus
niger 33-19 CNMN FD 02 si poate fi utilizatda in
industria microbiologica pentru obtinerea enzimelor
amilolitice.

Mediul nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi
Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 contine, in
g/L: amidon 3,0; faina de fasole 9,0, tarate de grau 18; 10
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la medii de cultivare submersa a tulpinii de fungi
Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 - producator de enzime amilolitice si poate fi utilizata in
industria microbiologicd pentru obtinerea amilazelor cu spectru larg de aplicare in diverse procese
tehnologice: fabricarea painii, producerea berii si alcoolului, producerea sucurilor si conservelor din
fructe si legume, industria de amidon si melase, obtinerea glucozei cristaline, industria textild, in
farmaceutica si medicind, in cercetari stiintifice.

Pentru cultivarea tulpinilor producdtoare de enzime amilolitice se utilizeazd medii, care contin ca
parte minerala diferite modificari ale mediului Czapek si inductori ai sintezei amilazelor (amidon sau
ingrediente naturale cu continut de amidon — fdina de fasole, faind de porumb, tarate de grau etc.) si, in
functie de particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii, diferiti biostimulatori [1].

in calitate de cea mai apropiati solutie a servit mediul cu urmitoarea componentd (g/L):
amidon — 3,0; faina de fasole — 9,0; tarate de grau — 18,0; KH,PO, — 2,0; KCI - 0,5; MgSO, - 0,5, apa
potabila, pH initial al mediului — 3,0 [2].

La cultivarea sumbersd a tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 pe mediul
mentionat, timp de 144 ore (6 zile), la temperatura de 28...30°C, 1n conditii de agitare continua, cultura
manifestd activitate amiloliticd maxima in ziua a 6-a de cultivare si constituie 413...425 u'mL de lichid
cultural la hidroliza amidonului solubil in conditii standard (pH 4,7) si 346...351 u'mL in conditii acide
(pH 2,5).

Dezavantajul celei mai apropiate solutii consta in faptul ca mediul nu asigura realizarea pe deplin a
potentialului biosintetic al tulpinii si biosinteza enzimelor amilolitice nu atinge valoarea maxima.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu nutritiv pentru
cultivarea submersa a tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 care sa asigure sporirea
capacitatii si a stabilitatii biosintetice a producatorului.

Mediul nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 contine
amidon, fdina de fasole, tarate de grau, KH,PO,, KCI, MgSO, si apa potabild, avand pH-ul initial 3,0.
Mediul suplimentar contine [Co(DH),(Anil),][TiFs], componentele fiind luate in urmatorul raport, g/L:

amidon 3,0
faina de fasole 9,0
tarate de grau 18,0
KH,PO, 2,0
KCI 0,5
MgSO, 0,5

[Co(DH),(Anil), ][ TiFe] 0,005...0,010
unde: DH - dimetilglioxima,

Anil — anilina;

apa potabila panalalL.

Rezultatul inventiei constad in sporirea biosintezei enzimelor amilolitice: cu 27,8% activitatea
amilazelor ordinare si cu 12,5...23,8% a amilazelor acid stabile fatd de cea mai apropiatd solutie si
reducerea duratei de cultivare a producatorului cu 24 ore.

Efectul biostimulator al compusilor coordinativi este cauzat de insusirea microelementelor din
componenta compusului coordinativ: Co(Ill), Ti(IV) de a se implica activ la coordonarea si
desfasurarea reactiilor metabolice extrem de fine si complexe.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Tulpina s-a cultivat in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 0,5 L, care contineau 0,1 L mediu
nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/L): amidon — 3,0; fiind de fasole — 9,0; tarate de grau — 18,0;
KH,PO, - 2,0; KCI - 0,5; MgSQO,4 - 0,5; [Co(DH),(Anil),],[TiFe] — 0,005; apa potabild pand la 1 L; pH
3,0. Cultivarea s-a efectuat timp de 144 ore, la temperatura de 30°C, in conditii de agitare continua (180
rot. - min™).

Activitatea amiloliticd maximd a micromicetei pe mediul propus determinata in lichidul cultural s-a
inregistrat in ziua a 5-a de cultivare constituind 506,4 u-mL pentru amilazele ordinare, si 335,1 u'mL
pentru amilazele acid stabile, ceea ce depaseste activitatea in varianta martor — cultivarea tulpinii pe
mediul proxim respectiv cu 27,8 si 12,5% (ziua a 6-a de cultivare — ziua manifestdrii maximului de
biosinteza a tulpinii pe mediul conform celei mai apropiate solutii) (tab. 1 si 2).

Exemplul 2

Tulpina Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 s-a cultivat in baloane Erlenmayer cu capacitatea
de 0,5 L, care contineau 0,1 L mediu nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/L): amidon — 3,0; faind
de fasole - 9,0; tarate de grau — 18,0; KH,PO, - 2,0; KCI - 0,5; MgSO,— 0,5; [Co(DH),(Anil),],[TiFe]
— 0,010; apa potabila pand la 1 L; pH 3,0. Cultivarea s-a efectuat timp de 144 ore, la temperatura de
28°C, in conditii de agitare continua (200 rot. - min™).

Activitatea amiloliticd maxima a micromicetei pe mediul propus determinata in lichidul cultural s-a
inregistrat in ziua a 5-a de cultivare, constituind 506,4 u-mL™ pentru amilazele ordinare si 368,4 umL™”
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pentru amilazele acid stabile, ceea ce depaseste activitatea in varianta martor — cultivarea tulpinii pe
mediul proxim respectiv cu 27,8 si 23,7% (ziua a 6-a de cultivare — ziua manifestarii maximului de
biosinteza a tulpinii pe mediul conform celei mai apropiate solutii) (tab. 1 si 2).

Sinteza [Co(DH),(Anil),],[TiFe]

La amestecul cald de 0,33 g (0,001 moli) CoTiFg6H,0 in 20 mL de apa si 0,23 g (0,002 moli)
dimetilglioxima in 20 mL metanol se adauga 0,23 mL (0,0025 moli) anilind. Solutia se incalzeste in
creuzet de grafit la aer ~8...10 min, apoi se filtreaza si se lasa pentru evaporarea lenta la temperatura
camerei. Din solutie se sedimenteaza cristale cafenii.

Randamentul: ~60%. Substanta este bine solubild in alcooli, mai putin in apa.

Gasit, %: Co 10,23; C 42,93; H 4,26; N 15,02.
Pentru CsoHigC05FgN1,05Ti
Calculat, %: Co 10,59; C 43,18; H 4,35; N 15,11.
Tabelul 1

Modificarea activitatii amilazelor ordinare (pH 4,7, timp de 30 min) ale micromicetei Aspergillus
niger 33-19 CNMN FD 02 sub influenta complecsilor cobaltului (IIT) cu anioni fluorurati

Compusul coordinativ, Activitatea amilolitica
mg/L Ziva a 4-a Ziua a5-a Ziua a 6-a
u/mL % f/c* u/mL % flc* u/mL % flc*
2/6 2/6 2/6

[Co(DH),(Anil),1.[TiFs] | 1 | 3922 99,0 4589 | 1158 | 3823 96,5

5 392,2 99,0 506,3 127,8 382,3 96,5

10 415.2 104,8 506,3 127,8 450,0 113,6

cea mai apropiatd solutie - 299,6 - 385,6 - 396,2 100

Tabelul 2

Modificarea activitatii amilazelor ordinare (pH 2,5, timp de 30 min) ale micromicetei Aspergillus
niger 33-19 CNMN FD 02 sub influenta complecsilor cobaltului (IIT) cu anioni fluorurati

Compusul coordinativ, Activitatea amilolitica
mg/L Ziuaa4-a Ziuaa5-a Ziua a 6-a
u/mL % flc* u/mL % flc* u/mL % flc*

2/6 2/6 2/6

[Co(DH),(Anil),],[TiFe] 1 2524 84,7 310,1 104,1 2204 84,2
5 276,6 92,9 335,1 1125 2494 95,3

10 284,6 95,6 368,4 123,7 2929 1119

cea mai apropiata solutie - 215,6 - 261,7 - 297,8 100

* - fatd de cea mai apropiata solutie In ziua manifestarii maximei de biosinteza.
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(57) Revendicari:

5 Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02, care
contine amidon, fdina de fasole, tarate de grau, KH,PO,, KCI, MgSO, si apa potabild, avand pH-ul
initial 3,0, caracterizat prin aceea ca suplimentar contine [Co(DH),(Anil),]o[TiFs], componentele
fiind luate in urmatorul raport, g/L:

amidon 3,0
10 faina de fasole 9,0
tarate de grau 18,0
KH,PO, 2,0
KCI 0,5
MgSO, 0,5
15 [Co(DH),(Anil), ][ TiFe] 0,005...0,010
unde: DH - dimetilglioxima,
Anil - anilina;
apa potabila panalal L.
20
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