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Inventia se refex la biotehnologie, in special la tulpina de fundtefiali Fusarium gibbosunCNMN-FD-12 O
producitoare a complexului enzimatic hidrolitic cu actat# proteoliti@, xilanazié si B-glucozidazia, ce
realizeaz hidroliza concomiterita moleculelor proteicg a polizaharidelor din compongrtesuturilor vegetalesi
poate fi utiliza# Tn industria microbiologitla okiinerea preparatelor enzimatice hidrolitice compleneaplicare Tn
industria alimentdr, in oenologie, la fabricarea begii alcoolului, farmaceutit; producerea furajelor, prelucrarea
pieilor etc.

Este cunoscut ugir de tulpini de fungi microscopici din genurifespergillus, Pénicillium, Rhizopus, Trichoderma
O productoare active a unui spectru larg de hidrolaze dutare, inclusiv proteaze, celulaze, xilanaze [1].
Dezavantajele acestor prodtmri sunt capacitatea jaasle sintez a proteazelor, lipsa capatit de sintez a
xilanazelorsi/sau aB3-glucozidazelor.

Soluia cea mai apropiatde obiectul revendicat este tulpiAapergillus oryzad 2, care sintetizedzun complex
enzimatic cu agune proteoliti@ si xilanolitica. La cultivarea submeistulpina manifest activitate enzimatic ce
constituie: proteazel 21,0...24,6 u/ml; xilanazg 7,5...9,8 u/ml [2]. Dezavantajul tulpinii coadnh nivelul sazut

al activititii proteazicesi xilanazice, lipsa3-glucozidazelor, necesare pentru o hidilimai profund a materiei
prime vegetale.

Problema pe care o rezalprezenta invegie const in evidenierea unei noi tulpini de fundtusarium gibbosum
CNMN-FD-12, care la cultivarea pe medii nutritiwedtine, in baz de dgeuri ale industriei alimentare, sintetizeaz
complexul de enzime hidrolitice constituit din: fraze acide, ce realizéazidroliza substratului la pH-ul de 3[6
25,2...26,7 u/ml; proteaze neutre, ce realizéedroliza la pH-ul de 7,40 30,2...32,9 u/ml; xilanaz@ 8,75...11,32
u/ml; B-glucozidazell 2,23...2,42 u/ml, caracterizat prin nivel inaltaativitatii proteazice in limite largi ale pH-
ului (3,65i 7,4), xilanazice, cafi prezena -glucozidazelor, fapt ce contribuie la extindereanéniilor de aplicare.
Esena inveniei o constituie tulpina de fungiusarium gibbosun€NMN-FD-120 produdtoare de proteaze acide
si neutre, xilanazai (3-glucozidaze, depozitafn Colegia Naionak de Microorganisme Nepatogene a Institutului
de Microbiologiesi Biotehnologie al AM sub nr. CNMN-FD-12 (adeveriide depozitare din 11.X1.2011).
Rezultatul tehnic constin oliinerea unui complex enzimatic hidrolitic cu spectang de agune (proteaze,
xilanaze, B-glucozidaze) capabilasrealizeze hidroliza concomiteinta moleculelor proteicgi polizaharidelor
structurale ale materiei vegetale.

Particularititile morfologo-culturale ale tulpinii. MicromicetRusarium gibbosunCNMN-FD-12 cragte bine pe
diverse medii agarizate.

Pe mediul matagar micromiceta formeazolonii pufoase cu diametrul de 5,0 cm de culedbg. Miceliul aerian
este alb, bine dezvoltat, cu gtere difuz. Conidiile sunt netede, dispuse Tntlam uneori conidii solitargi septate
(1...3 septuri). Reversul de culoare bej-cafeniu.

Pe mediul Czapek cultura prezirdolonii mari, formate din miceliu dens, roz pabriiile sunt septate, in special
cu 3 septuri. Reversul este de culoare galberigrgbartea central- galben intens. La cultivarea pe mediul Czapek
suplimentat cu amidon, se forméamlonii mari cu diametrul de 8,0 cm. Miceliul e@rieste de culoare allou o
slatlk nuana roz. Conidiile sunt elipsoidale. Exudatul ligeee Reversul este galben pal.

Pe mediul cu extract de cartof sunt prezente meltiplonii albe, pufoase, cu diametru mic (0,50 cm). Conidiile
sunt ndirunte, ovale, unicelulare, triseptate. Reversud dstculoare galbén

La cultivarea pe mediul Reistrich coloniile suntitsoe, marunte (0,5 cm), slab sporulate, prezentate prireliic
aderent la substrat. Reversul este incolor.

Particularititile fiziologo-biochimice ale tulpinii. TulpinaFusarium gibbosumCNMN-FD-12 crate pe surse
organice de azot, amonigicazotai.

Chemoorganotrof. Cgte in limitele de temperaturi 5...40°C. Temperatopéiné de crgtere a miceliului este de
28...30°C. Crgterea la temperaturi mai inalte de 40°C este urrdatpierderea esgala a activititi enzimatice.
Valoarea pH-ului optim pentru biosinteza complexefwzimatic este cupriagntre 8,0..9,0.

Tulpina Fusarium gibbosunCNMN-FD-12 se caracterize@aprin nivel Tnalt al activittii proteazelor exocelulare
neutre (pH 7,4)si acide (pH 3,6), posédcapacitatea de a sintetiza enzime celulozolitiBeglgcozidaze,
endoglucanaze), xilanaze.

Cultura se pstreaz pe coloane oblice de malgar sau Czapek la temperatura de54C. Termenul de
reingimanare: la fiecare 2 luni.

Reproducerea tulpinii se realizéage mediul de strare (mglagar) sau alte medii utilizate Tn aceste scopuri.
Pasajele se efectueagrin potiuni de miceliu cu conidii. Cultivarea se realiz@dm termostate la temperatura de
30°C, timp de 10.14 zile.

Tulpina este cultivat submers in baloane Erlenmayer, pe agitatoare 6u.280 rot/min, timp de .56 zile, la
temperatura de 28...30°C, pe mediul nutritiv cuaioarea compotie (%):

faina de porumb- 2,0; faira de soia- 1,0; CaCQ- 0,2; (NH,),SO, - 0,1; pH-ul injial al mediului- 6,25.

Exemple de utilizare a tulpinii

Exemplul 1 TulpinaFusarium gibbosunCNMN-FD-12 s-a cultivat pe mediul nutritiv cu uiitoarea compozge,
(%): faind de porumb- 2,0; fairi de soia- 1,0; CaCQ - 0,2; (NH,).SO, - 0,1; restul api de robinet, pH-ul inial

al mediului— 6,25. Mediul nutritiv se Trisnareaz cu suspensie de sparimiceliu in cantitate de 5% v/v a culturii,
crescute pe suprageinclinate de mahgar timp de 12.14 zile. Cultivarea se realizeain baloane Erlenmayer cu
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capacitatea de 0,75 1, care toi®,2 1 de mediu, in condide agitare continu(200 rot/min), la temperatura de 28°
C, timp de 144 ore.

Activitatea proteolitid, determinat in baza metodei Anson dumdiunea asupra cazeinatului de sodiu, pentru
proteazele acide (valoarea pH-uu8,6) a constituit 25,5 u/ml, iar pentru proteazedatre (valoarea pH-uldi 7,4)

a constituit 32,8 u/ml. Activitate@-glucozidazié si xilanazici s-a determinat in bazatamii asupra substratelor
specifice (n-nitrofenil3-D-glucopiranozidsi xilan, respectiv) prin determinarea caitiitde zaharuri redudoare
conform metodei Somogy-Nelsghau constituit, respectiv, 2,39 u/gil9,42 u/ml.

Exemplul 2 TulpinaFusarium gibbosun€NMN-FD-12 s-a cultivat Tn baloane Erlenmayer cpaztatea de 0,5 1,
care cogineau 0,1 1 de mediu, la temperatura de 30° C, tim@d44 ore, in rest conide sunt similare celor din
exemplul 1

Nivelul de activitate a componentelor complexulazienatic a constituit: proteaze acige26,6 u/ml, proteaze
neutre— 30,2 u/ml 3-glucozidaze- 2,28 u/misi xilanaze-11,3 u/ml.



