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Inventia se refera la biotehnologie si protectia mediului, si anume la o tulpina de fungi.

Este cunoscutd utilizarea tulpinilor din genul Rhizopus, inclusiv specia Rhizopus stolonifer, pentru producerea
diferitor tipuri de proteaze [1].

Este cunoscutd utilizarea tulpinilor Aspergillus niger [2] si Mucor vulgaris X [3] in solubilizarea compusilor
insolubili, inclusiv a fosfatului de cobalt.

Insa solubilizarea fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Aspergillus niger si Mucor vulgaris X este mai putin
efectivd, fiind exprimata prin diametrul mic al zonei de solubilizare in conditii de laborator.

Problema inventiei consté in sporirea eficientei biodegradarii compusilor cobaltului si nichelului din sol.

Inventia solutioneaza problema prin aceea ca se propune tulpina de fungi Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 pentru
biodegradarea compusilor cobaltului si nichelului, si anume a fosfatului de cobalt si azotatului de nichel.

Tulpina Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 sintetizeaza enzime proteolitice extracelulare, acizi organici, care
contribuie la boidegradarea compusilor metalelor grele, de exemplu a fosfatului de cobalt si azotatului de nichel cu
transformarea lor in hidroxizi, oxizi sau alti compusi cu o solubilizare joasa, exprimata prin formarea zonei de
solubilizare in jurul coloniei tulpinii in conditii de laborator si stabilitd prin schimbarea culorii mediului, in cazul
fosfatului de cobalt din culoare roz in incolor, iar in cazul azotatului de nichel — din alba in transparent.
Biodegradarea fosfatului de cobalt si a azotatului de nichel are loc sub actiunea acizilor organici produsi de citre
tulpina Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 cu reprecipitarea ulterioard sub forma de oxalati [Gadd G.M., 1996,
2010], care prezintd compusi organici si sunt biodegradati in continuare de catre microorganismele asociate,
raspandite in zonele contaminate.

Izolarea tulpinii de fungi s-a efectuat din solurile Republicii Moldova. In vederea izolarii fungilor din sol la 1 g de
sol s-a adaugat 100 ml H,O bidistilata sterild. Dupa agitare timp de o ora, s-au efectuat 10 dilutii cu apa distilata
sterild pana la concentratia de 107°. Cate 0,1 ml solutie din fiecare dilutie au fost dispersate pe suprafata cutiilor Petri
cu mediu must-agar. La a 4-a zi din coloniile care cresteau pe suprafata mediului must-agar s-au transferat bucati
mici de miceliu in eprubete cu mediu must-agar. ldentificarea microorganismelor agentului s-a efectuat conform
metodelor descrise in sursele: JlutBuHoB M. A. Ompenenurtenb MHUKPOCKONHMYECKHX ITOYBEHHBIX T'PUOOB.
Jlennnrpan, Hayka, 1967, 301 c., Mukpoopranm3msl — Bo3Oyaurenn Ooxe3Heil pacteHuil. CIpaBOYHHK TOX
penakiueit wi. kop. AH YCCP, B. U. bunaii, H. M. Ilunomnuuko. I'puOsl - mapa3uTsel KyJIbTYPHBIX pacTEeHUIl.
Onpenenurens. Tom 2.

Testarea izolatelor

Tulpinile fungice au fost crescute in 10 cm® de mediu must-agar, ingredientele fiind luate in urmatorul raport pentru
1L:

must de bere — 250 ml

apa distilata —750 ml

agar-agar — 20 g,

suplimentat cu fosfat de cobalt si azotat de nichel cu concentratia de 0,5...1,5% 1in cutii Petri. Inocularea s-a
efectuat cu discuri de miceliu cu diametrul de 7 mm, tdiate din coloniile crescute pe mediu must-agar la 25°C timp
de 2...3 zile. Pentru fiecare varianta s-au efectuat trei si mai multe repetari. Cutiile Petri au fost incubate la 25°C.
S-a masurat diametrul dezvoltarii coloniei ciupercii si diametrul zonei de biodegradare din jurul coloniei.

S-a efectuat testarea unui set (n=32) de tulpini fungice. Evaluarea calitativd a potentialului de biosinteza a
tulpinilor de fungi s-a efectuat prin determinarea evolutiei diametrului coloniei fungice si diametrului de extindere
a zonei de biodegradare peste 24, 48, 72 si 94 ore de cultivare pe mediu must-agar (martor) suplimentat cu fosfat de
cobalt si azotat de nichel in concentratie 0,5...1,5 %.

Exemplul 1

Tulpina Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 a fost crescuta in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi
colonii mici cu diametrul de 7,0 mm s-au inoculat pe mediul must-agar suplimentat cu fosfat de cobalt si azotat de
nichel in concentratie de 0,5% si s-au incubat la 25...26°C.

Incepand cu a doua zi s-a inregistrat diametrul coloniei tulpinii Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 si diametrul
zonei de biodegradare. Ca martor a servit inocularea cu tulpina Aspergillus niger si Mucor vulgaris X. S-a observat
ca diametrul zonei de biodegradare a fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18
este de 100,0 £0 mm, fiind cu 20,0 mm mai mare decéat in cazul actiunii tulpinii Aspergillus niger, ceea ce
constituie 125,0%. Eficienta fata de Mucor vulgaris constituie 111,1% .

Exemplul 2

Tulpina Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 a fost crescuta in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi
colonii mici cu diametrul de 7 mm s-au inoculat pe mediul must-agar suplimentat cu fosfat de cobalt in concentratie
de 1,0% si s-au incubat la temperatura de 25...26°C. Incepand cu a doua zi s-a inregistrat diametrul coloniei tulpinii
si diametrul zonei de biodegradare. Ca martor a servit inocularea cu tulpina Aspergillus niger si Mucor vulgaris X.
S-a observat ca diametrul zonei de biodegradare a fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Rhizopus stolonifer
CNMN-FD-18 este de 100,0 = 0 mm, fiind cu 56,0 mm mai mare decat in cazul tulpinii Aspergillus niger, ceea ce
constituie 227,3%. Eficienta fatd de Mucor vulgaris X constituie 156,9%.
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Exemplu 3

Tulpina Rhizopus stolonifer CNMN-FD-18 a fost crescuté in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi
colonii mici cu diametrul de 7 mm s-au inoculat pe mediul must-agar suplimentat cu fosfat de cobalt in concentratie
de 1,0% si s-au incubat la temperatura de 25...26°C. Incepand cu a doua zi s-a inregistrat diametrul coloniei tulpinii
si diametrul zonei de biodegradare. Ca martor a servit inocularea cu tulpina Aspergillus niger si Mucor vulgaris X.
S-a observat ca diametrul zonei de biodegradare a fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Rhizopus stolonifer
CNMN-FD-18 este de 100,0 + 0 mm, fiind cu 37,0 mm mai mare decét in cazul tulpinii Aspergillus niger, ceea ce
constituie 158,7%. Eficienta fata de Mucor vulgaris X a constituie 129,0%. Datele privind eficienta tulpinii propuse
sunt expuse in tabelul 1, unde sunt prezentate datele comparative ale activititii tulpinii Rhizopus stolonifer CNMN-
FD-18, Mucor vulgaris X si Aspergillius niger referitor la biodegradarea fosfatului de cobalt.

Metodologia expusd mai sus a fost similard cu cea utilizatd pentru cercetarea interactiunii tulpinii Rhizopus
stolonifer CNMN-FD-18 cu azotatul de nichel (tabelul 2). Eficienta fata de Aspergillius niger a constituit 119,8%;
181,81% si 125,4%, respectiv pentru concentratiile de 0,5%, 1,0% si 1,5%.

Tabelul 1

Influenta tulpinilor de fungi asupra fosfatului de cobalt

Diametrul zonei de Eficienta fata de Eficienta fata de
biodegradare a fosfatului Aspergillius Mucor vulgaris
de cobalt, mm niger,% X,%

N Tulpina Varianta,
d/r P concentratie

Martor, mediu
must-agar

Must-agar + fosfat

de cobalt 0,5% 80,0+0

1 | Aspergillius niger | Must-agar + fosfat

de cobalt 1,0% 44,0 6,5

Must-agar + fosfat

de cobalt 1,5% 63,0 7

Martor, mediu
must- agar

Must-agar + fosfat

Mucor vulgaris X | de cobalt 0,5% 90,0£0

Must-agar + fosfat

de cobalt 1,0% 63,75 £6,25

Must-agar + fosfat

de cobalt 1,5 % 77,5 £18,75

Rhizopus .
3. | stolonifer CNMN- | "Martor, mediu .

£D-18 must- agar

Must-agar + fosfat

X
de cobalt 0,5% 100,0+0 125,0 111,1

Must-agar + fosfat

X
de cobalt1,0 % 100,0+0 227,3 156,9

Must-agar + fosfat

X
de cobalt 1,5% 100,0+0 158,7 129,0

Notda: x - diferenta dintre diametrul zonei de solubilizare a fosfatului de cobalt de catre  tulpina  Rhizopus
stolonifer CNMN-FD-18 fata de Aspergillius niger si Mucor vulgaris X este autenticd pentru P<0,5.

Tabelul 2
Influenta unor tulpini de fungi asupra solubilizarii/degradarii azotatului de nichel
N . . . Diametrul zonei de biodegradare a Eﬁc1en‘;a_fa_;a de
Tulpina Varianta, concentratie . . Aspergillius
dfr azotatului de nichel, mm N
niger, %
Martor, mediu must- i
agar

Must-agar + fosfat de 80,040

1 Aspergillius niger cobalt 0,5%
Perg g Must-agar + fosfat de 44.046.5
cobalt 1,0% T
Must-agar + fosfat de 63,0472

cobalt 1,5%
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2 Rhizopus stolonifer Martor, mediu must-
CNMN-FD-18 agar

Must-agar + azotat de
nichel 0,5%

95,8542,02"

119,8

Must-agar + azotat de
nichel 1,0%

80,0+0,87"

181,81

Must-agar + azotat de
nichel 1,5%

79,0+0,92*

1254

Nota: x

- diferenta dintre diametrul zonei de solubilizare a azotatului de nichel de catre

stolonifer CNMN-FD-18 fata de Aspergillius niger este autentica pentru P<0,5.

tulpina  Rhizopus




