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1 2
Inventia se refera la biotehnologie, in particular 5 grau 18,0, KH,PO, 2,0, KCI 0,5, MgSO, 0,5 si
la un mediu de cultivare a tulpinii de fungi Asper- [Co(DH),tio,] BF43H,0 0,005...0,040, avand pH-
gillus niger 33 CNMN FD 06a si poate fi aplicata ul initial 5,0.
in industria microbiologica pentru obtinerea enzi- Rezultatul consta in sporirea activitatii amilo-
melor amilolitice. litice si in reducerea duratei de cultivare a tulpinii.
Mediul nutritiv, conform inventiei, contine, Revendicari: 1

g/L apa: amidon 3,0, faina de fasole 9,0, tirate de 10
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un mediu de cultivare a tulpinii de fungi
Aspergillus niger (33) CNMN FD 06a si poate fi aplicata in industria microbiologica pentru obtinerea
enzimelor amilolitice.

Pentru obtinerea enzimelor amilolitice in calitate de producatori sunt utilizati fungi din genul
Aspergillus. Un interes deosebit prezintd tulpina Aspergillus niger (33) CNMN FD 06a, datorita
insugirii de a sintetiza nu numai amilaze tipice, dar si acid stabile, capabile s activeze in mediile cu
aciditate sporita (pH 2,5), fapt care sporeste valoarea practica a tulpinii.

Pentru cultivarea tulpinilor fungice — producétoare de amilaze, sunt cunoscute mediile care contin
saruri minerale, amidon, faind de fasole sau porumb, KCI, K,HPO,, NaNO;, MgSO, [1].
Dezavantajul acestor medii constd in activitatea amilolitica joasa a producatorilor la cultivarea lor pe
aceste medii.

Cel mai apropiat dupa compozitie si rezultatul obtinut pentru cultivarea tulpinii Aspergillus niger
(33) este mediul nutritiv cu urmatorul raport al ingredientelor (g): amidon — 3,0; faind de fasole — 9,0;
tarate de grau — 18,0; KH,PO, — 2,0, KCl - 0,5, MgSO, — 0,5, apa potabila pana la 1 L, pH-ul initial —
5,0 [2]. Activitatea amilolitica la cultivarea tulpinii pe acest mediu constituie 96,4 U/mL 1n conditii
standard de hidroliza (pH 4,7) si 91,2 U/mL in conditii extremale acide (pH 2,5).

Dezavantajul acestui mediu constd in faptul cd nu asigura realizarea deplind a capacitatii
biosintetice a tulpinii, activitatea amiloliticd rdimanand relativ mica.

Problema pe care o solutioneaza inventia este crearea unui mediu nutritiv nou ce permite sporirea
capacitatii biosintetice a producatorului.

Mediul nutritiv, conform inventiei, contine, g/L de apa: amidon — 3,0; fiina de fasole — 9,0; tarate
de grau — 18,0; KH,PO, — 2,0, KC1 - 0,5, MgSO,4 — 0,5, [Co(DH), thio,]- BF, - 3H,0 — 0,005 ...
0,040, pH-ul initial al mediului — 5,0.

Rezultatul consta 1n sporirea activitatii amilolitice a tulpinii Aspergillus niger 33 la cultivarea pe
mediul elaborat aproximativ de 2 ori si reducerea duratei de cultivare cu 24 ore in comparatie cu cea
mai apropiata solutie.

Actiunea stimulatoare este cauzatd de Insusirea compusilor coordinativi ai metalelor de a regula
metabolismul microorganismelor, cat si de prezenta in componenta lor a elementelor chimice
indispensabile pentru cresterea si dezvoltarea microorganismelor. Un alt avantaj al inventiei 1l
constituie faptul ca utilizarea compusului coordinativ [Co(DH), thio,]- BF, - 3H,0 (CC) face posibila
programarea compozitiei complexului amilolitic privind raportul amilaze tipice: amilaze acid stabile.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se pregateste mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie (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),thio,] - BF, - 3H,0 — 0,040;
apa potabila pana la 1 L; pH-ul initial al mediului — 5,0. Mediul pregatit se repartizeaza cate 0,2 L in
baloane Erlenmayer cu capacitatea de 1,0 L si se sterilizeaza la temperatura de 120°C, presiunea de 1
atm., timp de 1 ord. Dupd ricirea pand la temperatura camerei (25...28°C) mediul nutritiv se
insdmanteaza in baloane cu suspensie de spori ai tulpinii Aspergillus niger 33 in doza de 10 mL cu
densitatea de 10° spori/mL.

Cultivarea se efectueaza in conditii de agitare continua (180 rot/min), la temperatura de 30°C,
timp de 5 zile.

Activitatea amilolitica in lichidul cultural a constituit 224,22 U/mL, in conditii standard de
hidroliza a substratului (pH 4,7) si 149,95 U/mL, in conditii acide de hidroliza (pH 2,5), ceea ce
depaseste de 2,2 ori activitatea amilazelor tipice (pH 4,7) si de 1,9 ori activitatea amilazelor acid
stabile fixata la cultivarea tulpinii pe mediul din cea mai apropiatd solutie (tab. 1).
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Tabelul 1

Influenta compusului coordinativ [Co(DH), - thio,] - BF, - 3H,0* asupra duratei cultivarii
micromicetei Aspergillus niger (33) CNMN FD 06a (concentratia CC 40 mg/L)

Durata PH-ul Activitatea amilolitica Activitatea amilolitica
cultivarii, zile | mediului (pH 4,7), U/mL (pH 2,5), U/mL
martor experiment martor experiment
1 4,80 3,65 5,99 5,61 6,63
2 3,85 3,91 5,78 5,10 6,12
3 5,45 40,33 54,60 20,33 51,70
4 5,90 52,08 120,69 26,60 96,69
5 7,00 80,79 224,22 68,02 149,95
6 7,20 101,42 138,69 79,63 114,83
7 7,5 54,90 10,20 60,15 4,08

* La solutia de 0,34 g (0,001 moli) Co (BF,), - 6H,0O in 10 mL de apa se adauga 0,23 g (0,002
moli) dimetilglioxima in 20 mL de metanol si 0,15 g (0,002 moli) tiocarbamidd in 10 mL apa.
Amestecul se incélzeste la aer timp de 5 min i se lasd pentru evaporare lentd la temperatura camerei.

Se sedimenteaza cristale de culoare cafenie inchisa sub formd de prisme neregulate, care sunt
filtrate si uscate la aer. Randamentul: ~ 55%. Substanta este solubila in apd, metanol si etanol.

gasit, %: Co 9,86; C 20,24; H 4,80; N 19,17.

Pentru C10H23C0F4N307SQB.

calculat, %: Co 10,12; C 20,63; H 4,85; N 19,25.

Exemplul 2

Se pregateste mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/L): amidon — 3,0; faina de fasole — 9,0;
tarate de grau — 18,0; KH,PO4— 2,0; KCI - 0,5; MgSO,4 — 0,5; [Co(DH), thio,] BF43H,0 — 0,005; apa
potabild pana la 1 L; pH-ul initial al mediului — 5,0. Mediul pregatit se repartizeazd cate 0,2 L in
baloane Erlenmayer cu capacitatea de 1,0 L si se sterilizeaza la temperatura de 120°C, presiunea de 1
atm, timp de 1 ord. Dupd ricirea pand la temperatura camerei (25..28°C) mediul nutritiv se
insdmanteaza in baloane cu suspensie de spori ai tulpinii Aspergillus niger 33 in doza de 10 mL cu
densitatea de 10° spori/mL.

Cultivarea se efectueaza in conditii de agitare continud (180 rot/min), la temperatura de 30°C,
timp de 5 zile.

Activitatea amilolitica in lichidul cultural obtinut a constituit 158,09 U/mL, in conditii standard de
hidroliza a substratului (pH 4,7) si 72,78 U/mL, in conditii acide de hidroliza (pH 2,5), ceea ce
depaseste respectiv cu 58,07% activitatea amilazelor tipice obtinuta la cultivarea tulpinii pe mediul
din cea mai apropiata solutie si reduce continutul amilazelor acid stabile (tab. 2).

Tabelul 2

Influenta compusului coordinativ [Co(DH),-thio,]'-BF,4-3H,0 asupra activitatii amilolitice a tulpinii
fungice Aspergillus niger (33) CNMN FD 06a (durata cultivarii 5 zile — 120 ore)

Concent.
CC. Activitatea amilolitica (pH 4,7) Activitatea amiloliticd (pH 2,5)
mg'L U/mL % fatd de martor U/mL % fatd de martor
1 153,16 137,19 95,29 106,20
5 158,09 141,65 72,78 81,00
10 145,90 130,73 118,08 131,80
40 149,72 134,15 131,27 146,63
martor 111,61 100,00 89,73 100,00
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(57) Revendicare:
Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus niger 33 CNMN FD 06a, care
5 contine amidon, faind de fasole, tarate de grau, KH,PO,, KCI, MgSO; si apa, avand pH-ul initial 5,0,
caracterizat prin aceea ci suplimentar contine [Co(DH),thio, BF,3H,0, componentele fiind luate
in urmatorul raport, g/L de apa:

amidon 3,0
faina de fasole 9,0
10 tarate de grau 18,0
KH,PO, 2,0
KCl 0,5
MgSO, 0,5
[Co(DH),thio,] BF43H,0 0,005...0,040.
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