ICA O A A TR
MD 3256 G2 2007.02.28

MD 3256 G2 2007.02.28

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

(12)

an 3256 13 G2

(51) Int. CL.: CI2N 1/14 (2006.01)

CI2N 13/00 (2006.01)
CI2N 9/58 (2006.01)

CI2R 1/80 (2006.01)

BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2006 0124
(22) Data depozit: 2006.04.13

(45) Data publicarii hotararii de

acordare a brevetului:
2007.02.28, BOPI nr. 2/2007

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII

MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: DESEATNIC Alexandra, MD; CLAPCO Steliana, MD; PASA Lilia, MD; TIURIN Janetta,
MD; LABLIUC Svetlana, MD; GHITU Dumitru, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII

MOLDOVA, MD

(54) Procedeu de cultivare submersa a tulpinii de fungi Penicillium viride CNMN

FD 04 P (variante)

(57) Rezumat:

1 2
Inventia se referd la biotehnologie, n particular 5 i Pr;cede% de CulzvagNﬁ%mggéoz It)ulplm,l de
. < o ngi cillium viride varianta
la un procedeu de cultivare submersa a tulpinii de st freniciifium virt . . (
funci Penicillium viride si poate fi utilizati in 2) include pregatirea suspensiei de spori, inocularea
junet renic . yide 51 poate . ei pe un mediu nutritiv, tratarea suspensiei de spori
industria microbiologica pentru obtinerea enzimelor o . . .. .
coliti ’ inainte de inoculare si a culturii de fungi peste 24
pectotitice. . - - ore de cultivare timp de 15...20 min cu unde de
Procedeul de cultivare submersd a tulpinii de 10 intensitate ioasd cu A 5.6 mm. emise in reeim
fungi Penicillium viride CNMN FD 04 P (varianta eriodic ClJlltivarea se efe’ctueazé’ la temy eraturag de
1) include pregatirea suspensiei de spori, inocularea P o ot p
: - o .. . 28...30°C timp de 96 ore.
¢i pe un mediu nutritiv, tratarea culturii de fungi Rezultatul inventiei consta in sporirea biosin-
peste 24 ore de cultivare cu unde de intensitate joasa A X p
A . A tezei enzimelor pectolitice.
cu A 5,6 mm, emise in regim periodic timp de S
15 Revendicari: 2

15...20 min. Cultivarea se efectueaza la temperatura
de 28...30°C timp de 96 ore.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 3256 G2 2007.02.28

Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la un procedeu de cultivare submersa a tulpinii de

fungi Penicillium viride si poate fi utilizatd in industria microbiologica pentru obtinerea enzimelor
pectolitice.

in calitate de cea mai apropiati solutie s-a utilizat procedeul de cultivare submersi a tulpinii de
fungi Penicillium viride ce include etapele: pregitirea materialului semincer prin spalarea cu apa
distilata a culturii de 21 zile de pe coloane oblice de malt-agar, Insdmantarea mediului nutritiv steril cu
urmdtoarea componenta (g/L): borhot de sfecla 25,0; faina de porumb 15,0; glucoza 1,0; (NH4),SO4
1,0; ZnSO4 0,25; MgSO,4 0,7; apa potabila pana la 1,0 L, pH-ul initial al mediului 6,0 si procesul
cultivarii realizat in conditii de agitare continua pe agitator rotativ (180...200 rot./min), in baloane
Erlenmayer cu capacitate de 1,0 L la temperatura de 28...30°C, durata cultivarii constituie 96 ore [1].

La cultivarea submersa a tulpinii de fungi Penicillium viride CNMN FD 04 P in conditii proxime
lichidul cultural manifesta activitate pectolitica de 860,0 u/mL.

Dezavantajul celei mai apropiate solutii consta in faptul ca in conditii proxime nu se realizeaza pe
deplin potentialul biosintetic al tulpinii si biosinteza enzimelor pectolitice nu atinge valoarea maxima.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de cultivare
submersa a tulpinii de fungi Penicillium viride CNMN FD 04 P, care sa asigure sporirea capacitatii
biosintetice a producatorului.

Esenta inventiei consta in aceea ca procedeul de cultivare submersa a tulpinii de fungi Penicillium
viride CNMN FD 04 P (varianta 1) conform inventiei include pregatirea suspensiei de spori, inocularea
ei pe un mediu nutritiv, tratarea culturii de fungi peste 24 ore de cultivare cu unde de intensitate joasa
cu A 5,6 mm, emise In regim periodic timp de 15...20 min. Cultivarea se efectueaza la temperatura de
28...30°C timp de 96 ore.

Procedeul de cultivare submersa a tulpinii de fungi Penicillium viride CNMN FD 04 P (varianta 2)
include pregatirea suspensiei de spori, inocularea ei pe un mediu nutritiv, tratarea suspensiei de spori
inainte de inoculare si a culturii de fungi peste 24 ore de cultivare timp de 15...20 min cu unde de
intensitate joasd cu A 5,6 mm, emise in regim periodic. Cultivarea se efectueaza la temperatura de
28...30°C timp de 96 ore.

Rezultatul inventiei constd in sporirea biosintezei enzimelor cu 28,0...39,0% fatd de cea mai
apropiatd solutie.

Efectul biostimulator al undelor milimetrice de intensitate joasa este determinat de activarea
sistemelor enzimatice ale celulelor microbiene, urmatd de cresterea vitezei de transport a substantelor
nutritive si intensificarea proceselor de formare a produselor metabolice (ITmuxo B.B., [ToBansesa 1.B.
DJIeKTPOMAarHUTHAsT CTUMYJISIUS TPOAYLHPYIOLICH ClIOCOOHOCTH MHUKPOOPTaHU3MOB M €€ MEXaHH3MBI.
[puknamaas Grnoxumus U Mukpooduonorus. 1996, T. 32, Ne 4, c. 468-472).

Varianta I consta in pregatirea suspensiei de spori, insamantarea mediului nutritiv steril, procesul
cultivarii, tratarea culturii de Penicillium viride cu unde milimetrice de intensitate joasa cu A 5,6 mm
emise in regim periodic peste 24 ore de cultivare submersa, continuarea procesului de cultivare. Ca
sursd de unde milimetrice serveste generatorul ,,5IBp-1".

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1. Suspensia de spori se pregateste prin spalarea cu apa distilata sterild a culturii de
Penicillium viride crescuta timp de 21 zile pe suprafete oblice de malt-agar. Ulterior, suspensia de spori
in concentratie de 10% in bazd volumetrica se inoculeaza pe mediul nutritiv steril cu urmatoarea
compozitie (g/L): (NH,),SO;4 1,0; ZnSO,4 0,25; MgSO, 0,7; glucoza 1,0; faind de porumb 15,0; borhot
de sfecla 25,0; apa potabild pana la 1,0 L, pH-ul initial 6,0. Cultivarea micromicetei se efectueaza in
baloane Erlenmayer de 10,0 L cu 0,1 L mediu nutritiv, pe agitatoare rotative (180...200 rot./min) la
temperatura de 28...30°C. Peste 24 ore de cultivare baloanele sunt scoase de pe agitatoare, cultura este
transferata steril in pahare de sticla si supusd actiunii undelor milimetrice de intensitate joasa timp de
20 min. Dupd iradiere cultura este retransferatd in baloane Erlenmayer si se continud procesul de
cultivare 1n conditiile mentionate. Durata cultivarii constituie 96 ore.

Activitatea pectolitica in lichidul cultural dozatd prin metoda interferometrica a constituit 1100,8
u/mL, ceea ce depasea cu 28,0% activitatea fixata la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

Exemplul 2. Suspensia de spori se pregateste prin spalarea cu apa distilata sterild a culturii de
Penicillium viride crescuta timp de 21 zile pe suprafete oblice de malt-agar. Ulterior, suspensia de spori
in concentratie de 10% in bazd volumetrica se inoculeaza pe mediul nutritiv steril cu urmatoarea
compozitie (g/L): (NH,),SO;4 1,0; ZnSO, 0,25; MgSO,4 0,7; glucoza 1,0; faina de porumb 15,0; borhot
de sfecla 25,0; apa potabila pana la 1,0 L, pH-ul initial 6,0. Cultivarea micromicetei se efectueaza in
baloane Erlenmayer de 10,0 L cu 0,1 L mediu nutritiv, pe agitatoare rotative (180...200 rot./min) la
temperatura de 28...30°C. Peste 24 ore de cultivare baloanele sunt scoase de pe agitatoare, cultura este
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transferata steril in pahare de sticla si supusd actiunii undelor milimetrice de intensitate joasa timp de
15 min. Dupa iradiere cultura este retransferatd in baloane Erlenmayer si se continud procesul de
cultivare 1n conditiile mentionate. Durata cultivarii constituie 96 ore.

Activitatea pectolitica in lichidul cultural dozatd prin metoda interferometrica a constituit 1143,8
u/mL, ceea ce depasea cu 33,0% activitatea fixata la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

Varianta II consta In pregatirea suspensiei de spori, tratarea ei cu unde milimetrice de intensitate
joasd cu A 5,6 mm emise In regim periodic, insdmantarea mediului nutritiv steril, procesul cultivarii,
tratarea culturii de Penicillium viride cu unde milimetrice de intensitate joasda cu A 5,6 mm emise in
regim periodic peste 24 ore de cultivare submersd, continuarea procesului de cultivare. Ca sursa de
unde milimetrice serveste generatorul ,,5IBp-1"".

Exemplul 1. Suspensia de spori pregititd prin spalarea cu apd distilata sterild a culturii de
Penicillium viride crescuta timp de 21 zile pe suprafete oblice de malt-agar se supune actiunii undelor
milimetrice de intensitate joasa timp de 20 min. Ulterior, suspensia de spori in concentratie de 10% in
baza volumetrica se inoculeazd pe mediul nutritiv steril cu urmétoarea compozitie (g/L): (NH4),SO4
1,0; ZnSO,4 0,25; MgSO, 0,7; glucoza 1,0; faind de porumb 15,0; borhot de sfecla 25,0; apa potabila
pand la 1,0 L, pH-ul initial 6,0. Cultivarea micromicetei se efectueaza in baloane Erlenmayer de 10,0 L
cu 0,1 L mediu nutritiv, pe agitatoare rotative (180...200 rot./min) la temperatura de 28...30°C. Peste
24 ore de cultivare baloanele sunt scoase de pe agitatoare, cultura este transferata steril in pahare de
sticld si supusa actiunii undelor milimetrice de intensitate joasa timp de 20 min. Dupa iradiere cultura
este retransferatd in baloane Erlenmayer si se continud procesul de cultivare in conditiile mentionate.
Durata cultivarii constituie 96 ore.

Activitatea pectolitica in lichidul cultural dozatd prin metoda interferometricd a constituit 1169,6
u/mL, ceea ce depasea cu 36,0% activitatea fixata la cultivarea tulpinii in conditii proxime.

Exemplul 2. Suspensia de spori pregatitd prin spalarea cu apa distilatd sterila a culturii de
Penicillium viride crescuta timp de 21 zile pe suprafete oblice de malt-agar este supusd actiunii
undelor milimetrice de intensitate joasa timp de 15 min.

Ulterior, suspensia de spori in concentratie de 10% in baza volumetrica se inoculeazd pe mediul
nutritiv steril cu urmétoarea compozitie (g/L): (NH4),SO4 1,0; ZnSO, 0,25; MgSO, 0,7; glucoza 1,0;
faina de porumb 15,0; borhot de sfeclda 25,0; apa potabila pana la 1,0 L, pH-ul initial 6,0. Cultivarea
micromicetei se efectueazd in baloane Erlenmayer de 10,0 L cu 0,1 L mediu nutritiv, pe agitatoare
rotative (180...200 rot./min) la temperatura de 28...30°C. Peste 24 ore de cultivare baloanele sunt
scoase de pe agitatoare, cultura este transferatd steril in pahare de sticla si supusd actiunii undelor
milimetrice de intensitate joasa timp de 15 min. Dupa iradiere cultura este retransferatd in baloane
Erlenmayer si se continua procesul de cultivare in conditiile mentionate. Durata cultivarii constituie 96
ore.

Activitatea pectolitica in lichidul cultural dozatd prin metoda interferometricd a constituit 1195,4
u/mL, ceea ce depasea cu 39,0% activitatea fixata la cultivarea tulpinii in conditii proxime.
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(57) Revendicari:
1. Procedeu de cultivare submersa a tulpinii de fungi Penicillium viride CNMN FD 04 P, care

include pregatirea suspensiei de spori, inocularea ei pe un mediu nutritiv si cultivarea la temperatura de
28...30°C timp de 96 ore, caracterizat prin aceea cd peste 24 ore de cultivare cultura de fungi
suplimentar se trateaza timp de 15...20 min cu unde de intensitate joasa cu A 5,6 mm, emise in regim
periodic.

2. Procedeu de cultivare submersa a tulpinii de fungi Penicillium viride CNMN FD 04 P, care
include pregatirea suspensiei de spori, inocularea ei pe un mediu nutritiv, cultivarea la temperatura de
28...30°C timp de 96 ore, caracterizat prin aceea ci suplimentar se efectueaza tratarea suspensiei de
spori inainte de inoculare si a culturii de fungi peste 24 ore de cultivare timp de 15...20 min cu unde de
intensitate joasa cu A 5,6 mm, emise in regim periodic.
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