MD 3212 G2 2006.12.31

MD 3212 G2 2006.12.31

(1P9) Agentia d; Stz;t - (11) 3212 13 G2
pentru Proprietatea Intelectuala (51) Int. Cl.: C12N 1/14 (2006.01)

C12R 1/785 (2006.01)
CO1G 51/00 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2005 0279 (45) Data publicarii hotararii de
(22) Data depozit: 2005.09.15 acordare a brevetului:
2006.12.31, BOPI nr. 12/2006

(71) Solicitant: CENTRUL NATIONAL STIINTIFICO-PRACTIC DE MEDICINA PREVENTIVA AL
MINISTERULUI SANATATII DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: CORETCHI Liuba, MD; EMNOVA Ecaterina, MD; BAHNAREL lon, MD; SPINU
Constantin, MD; CECHIRLAN Natalia, MD

(73) Titular: CENTRUL NATIONAL STIINTIFICO-PRACTIC DE MEDICINA PREVENTIVA AL
MINISTERULUI SANATATII DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(54) Tulpini de fungi Mucor vulgaris X Mich. pentru solubilizarea compusilor
insolubili ai cobaltului

(57) Rezumat:

1 2
Microorganisme Nepatogene cu numarul CNMN-

Inventia se referd la biotehnologie, si anumelao 5 D - o
FD-07, ce poseda proprictatea de solubilizare a

tulpina de fungi. o L .
. . . compusilor insolubili ai cobaltului.
Se propune tulpina de fungi Mucor vulgaris X o
Mich., depozitatd in Colectia Nationala de Revendicari: 1
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Descriere:

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

Este cunoscuta utilizarea tulpinilor din genul Mucor circinelloides pentru producerea enzimelor din
sistemul celulazelor (endogluconazele, celobiohidrolazele si B-glucozidazele) [1].

Este cunoscuta utilizarea tulpinii Aspergillus niger in solubilizarea compusilor insolubili, inclusiv a
fosfatului de cobalt, in acest scop tulpina se inoculeazd pe mediu malt-agar suplimentat cu fosfat de cobalt
[2].

insa solubilizarea fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Aspergillus niger este mai putin efectiva, fiind
exprimatd prin diametrul mic al zonei de solubilizare.

Problema pe care o solutioneaza inventia consta in solubilizarea compusilor insolubili din roci, minereuri,
depozite de deseuri si din locuri contaminate (inclusiv cu radionuclizi) prin utilizarea tulpinii Mucor vulgaris
X Mich. Mecanismele in cauzd constituie componenti ai ciclurilor bio-geo-chimice ale radionuclizilor si
meritd atentie In monitorizarea contaminarii mediului ambiant, inclusiv cu radionuclizi. Pe langa aceasta,
biotehnologiile bazate pe tulpina Mucor vulgaris X Mich. prezinta interes ca metode potentiale de tratare a
locurilor contaminate si de solubilizare a compusilor insolubili din roci $i minereuri.

Dezavantajele mentionate sunt inlaturate prin aceea ca se propune utilizarea tulpinii de microorganisme
Mucor vulgaris X Mich. CNMN-FD-07 in calitate de agent de solubilizare a compusilor insolubili, inclusiv a
fosfatului de cobalt.

Tulpina Mucor vulgaris X Mich. CNMN-FD-07 este un microorganism autotrof, capabil sd transforme
substantele neorganice in compusi organici. Ea sintetizeaza acizi organici care contribuie la solubilizarea
compusilor insolubili, de exemplu a fosfatului de cobalt, si la transformarea lor in compusi organici (oxalati),
care imobilizeaza metalul, exprimat prin formarea zonei de solubilizare in jurul coloniei tulpinii.

1zolarea fungilor s-a efectuat din sol si din rizosfera plantulelor de soia. Pentru izolarea fungilor din sol la
1 g de sol s-au adaugat 100 ml H,O bidistilata sterild. Dupa agitare, timp de o ora, s-au efectuat 10 dilutii cu
apa distilata sterild pand la concentratia de 10°°. Cate 0,1 ml solutie din fiecare dilutie au fost imprastiate 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 buciti mici de miceliu in eprubete cu mediu must-agar. in scopul izolarii fungilor din
rizosfera plantulelor de soia, spalate bine, tinute timp de 25 min in KMnO,, 2 min in alcool etilic au fost
plasate pe cutii Petri cu mediu must-agar si incubate la temperatura de 25°C timp de 5 zile la intuneric.
Identificarea microorganismelor agentului s-a efectuat conform metodelor descrise in sursele: A.A. Mubko.
Omnpenenurenb MykopalbHbIX TprOoB. Kues, Haykosa [{ymka, 1974, 302 c., JlutBuroB M.A. Onpeaenurens
MHKPOCKOITIMYECKUX TMOYBEHHBIX rpuboB. Jlenmnrpan, Hayka, 1967, 301 c. Caracteristicile morfologo-
culturale ale tulpinii Mucor vulgaris X utilizate sunt descrise in: A.A. Muibko. OnpeaenuTens MyKOpaJibHBIX
rpubos. Kues, Haykosa /lymka, 1974, c. 178-179.

Testarea izolatelor. Tulpinile fungice au fost crescute in mediul must-agar (10 cm®), ingredientele fiind
luate in urmatorul raport pentru 11

must de bere 250 ml

apa distilata 750 ml

agar-agar 20 g,

si mediul must-agar suplimentat cu compusul fosfatului de cobalt cu concentratia de 0,5...1,5% 1n cutii
Petri cu diametrul de 90 mm. Inocularea s-a efectuat cu discuri de miceliu avand diametrul de 7 mm, taiate
din coloniile crescute pe mediu must-agar la temperatura de 25°C timp de 2...3 zile. Pentru fiecare varianti s-
au efectuat trei si mai multe repetéri. Cutiile Petri s-au incubat la temperatura de 25°C. S-a masurat diametrul
coloniei ciupercii in dezvoltare si diametrul zonei de solubilizare din jurul coloniei.

S-a efectuat testarea unui set (n=46) de tulpini fungice. Evaluarea calitativa a potentialului tulpinilor de
fungi de a produce acizi organici s-a efectuat prin determinarea evolutiei diametrului coloniei fungice si
diametrul de extindere a zonei de solubilizare peste 24, 48, 72, 94 ore de cultivare pe mediul must-agar
(martor) si mediul must-agar suplimentat cu compusul metalic fosfat de cobalt in concentratie de 0,5...1,5%.

Exemplul 1

Tulpina Mucor vulgaris X a fost crescuta in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi coloniile
mici de Mucor vulgaris X cu diametrul de 7,0 mm au fost folosite pentru inocularea in mediul must-agar
suplimentat cu fosfat de cobalt in concentratie de 0,5%, apoi incubat la temperatura de 25...26°C.

Incepand cu a doua zi s-a inregistrat diametrul coloniei tulpinii Mucor vulgaris X si diametrul zonei de
solubilizare. Pentru varianta martor s-a inoculat tulpina Mucor vulgaris X in mediul must-agar. Activitatea
tulpinii Mucor vulgaris X a fost elucidata prin inregistrarea diametrului coloniei tulpinii Mucor vulgaris X si
diametrului zonei de solubilizare. Diametrul coloniei de solubilizare a fosfatului de cobalt sub actiunea
tulpinii Mucor vulgaris X a constituit 90,0 + 0 mm, fiind cu 10,0 mm mai mare decat in cazul actiunii tulpinii
Aspergillus niger, deci s-a obtinut o crestere cu 112,5% fata de solutia cea mai apropiata.

Exemplul 2
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Tulpina Mucor vulgaris X a fost crescuta in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi coloniile
mici de Mucor vulgaris X cu diametrul de 7 mm au fost inoculate in mediul must-agar suplimentat cu fosfat
de cobalt in concentratie de 1,5%, incubat apoi la temperatura 25...26°C. Incepand cu a doua zi s-a inregistrat
diametrul coloniei tulpinii Mucor vulgaris X si diametrul zonei de solubilizare. Pentru varianta martor s-a
inoculat tulpina Mucor vulgaris X in mediul must-agar. Activitatea tulpinii a fost elucidata prin inregistrarea
diametrului coloniei tulpinii §i a zonei de solubilizare. Diametrul coloniei de solubilizare a fosfatului de
cobalt sub actiunea tulpinii Mucor vulgaris X a constituit 63,75 + 6,25 mm, fiind cu 19,75 mm mai mare
decét in cazul actiunii tulpinii Aspergillus niger, deci s-a obtinut o crestere cu 144,8% fata de solutia cea mai
apropiata.

Exemplul 3

Tulpina Mucor vulgaris X a fost crescuta in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi coloniile
mici de Mucor vulgaris X cu diametrul de 7 mm au fost inoculate in mediul must-agar suplimentat cu fosfat
de cobalt in concentratie de 1,5%, incubat la temperatura de 25...26°C.

Incepand cu a doua zi s-a inregistrat diametrul coloniei tulpinii Mucor vulgharis X si diametrul zonei de
solubilizare. Pentru varianta martor s-a inoculat tulpina Mucor vulgaris X in mediul must-agar. Activitatea
tulpinii a fost elucidata prin inregistrarea diametrului coloniei tulpinii si a zonei de solubilizare. Diametrul
coloniei de solubilizare a fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Mucor vulgaris X a constituit 77,5 + 18,75
mm, fiind cu 14,5 mm mai mare decét in cazul actiunii tulpinii Aspergillus niger, deci s-a obtinut o crestere
cu 123,5% fata de solutia cea mai apropiata.

Datele privind eficienta tulpinii propuse sunt expuse in tabel, unde sunt prezentate datele comparative ale
activitatii tulpinii Mucor vulgaris X si Aspergillus niger referitor la solubilizarea fosfatului de cobalt.

Tabel
Influenta unor microorganisme asupra solubilizdrii fosfatului de cobalt
Nr. Varianta, Diametrul zonei de Eficienta fata de
d/o Tulpina concentratie solubilizare a fosfatului de solutia cea mai
cobalt, mm apropiatd, %
1 Aspergillus Martor, mediu -
niger must-agar
Must-agar + fosfat de 80,00
cobalt 0,5%
Must-agar + fosfat de 44,0+6,5
cobalt 1,0%
Must-agar + fosfat de 63,0+7
cobalt 1,5%
2 Mucor Martor, mediu -
vulgaris X must-agar
Must-agar + fosfat de 90,0 £ 0* 1125
cobalt 0,5%
Must-agar + fosfat de 63,75 + 6,25* 144.8

cobalt 1,0%

Must-agar + fosfat de 77,5+ 18,75" 123,0
cobalt 1,5%

Nota: x — diferenta dintre diametrele zonei de solubilizare a fosfatului de cobalt de catre tulpina Mucor
vulgaris X fata de Aspergillus niger 70 este autentica pentru P<0,5.
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