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(54) Tulpina de fungi Fusarium gibbosum - producitoare de proteaze acide si
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(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la biotehnologie, in

special la o tulpind de fungi miceliali Fusarium
gibbosum si poate fi utilizatd pentru obtinerea
preparatelor enzimatice hidrolitice complexe.
Tulpina de fungi este depozitatd in Colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene a

Institutului de Microbiologie si Biotehnologie
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2
al ASM cu numarul CNMN-FD-12 si poate fi

utilizata in calitate de sursa de proteaze acide si
neutre, xilanaze si 3-glucozidaze.

Revendicari: 1



(54) Strain of fungus Fusarium gibbosum - producer of acid and neutral
proteases, xylanases and B-glucosidases

(57) Abstract:
1
The invention relates to biotechnology, in

particular to a strain of filamentous fungi
Fusarium gibbosum and can be used to obtain
complex hydrolytic enzymatic drugs.

The fungus strain is deposited in the
Collection  of

National Non-Pathogenic
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2
Microorganisms  of  the

Institute  of
Microbiology and Biotechnology of the ASM
under the number CNMN-FD-12 and can be
used as a source of acid and neutral proteases,
xylanases and 3-glucosidases.

Claims: 1

(54) HITamm rpuda Fusarium gibbosum - mpoayneHT KHCJABIX U HEHTPAIBHBIX MPOTEa3,

Kennanas u B-raokosunas
(57) Pedepar:

Nzo0perenne OTHOCUTCS K OHOTEXHO-
JIOTHH, B YACTHOCTH K IITAMMY MHIIETAATBHBIX
rpubos  Fusarium gibbosum u moxer ObITh
WCTONB30BaHO JUISI TOMYYCHUS KOMIUIEKCHBIX
THIIPOJTUTHYECKUX (DEPMEHTHBIX TPErapaToB.
[lITamm rpuba JICTIOHUPOBaH B
Hammonansnoti Komreknuu HenaToreHHbIX

Muxkpooprann3moB  MHcTuTyTa Mukpo6uo-

5
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2
soruu U buorexnonorun AHM noa Homepom

CNMN-FD-12 u moxer ObITh HCHOIL30BAH B
KaueCcTBE MCTOYHHKA KHCIBIX U HEHUTpPATbHBIX
MpoTeas, KCUIaHa3 U [3- TIIOKO3HIas3.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in special la tulpina de fungi miceliali Fusarium
gibbosum CNMN-FD-12 — producétoare a complexului enzimatic hidrolitic cu activitate
proteolitica, xilanazica si B-glucozidazica, ce realizeaza hidroliza concomitentd a moleculelor
proteice si a polizaharidelor din componenta tesuturilor vegetale, si poate fi utilizata in
industria microbiologica la obtinerea preparatelor enzimatice hidrolitice complexe cu aplicare
in industria alimentard, in oenologie, la fabricarea berii si alcoolului, farmaceutica, pro-
ducerea furajelor, prelucrarea pieilor etc.

Este cunoscut un sir de tulpini de fungi microscopici din genurile Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma — producétoare active a unui spectru larg de hidrolaze
exocelulare, inclusiv proteaze, celulaze, xilanaze [1]. Dezavantajele acestor producitori sunt
capacitatea joasd de sinteza a proteazelor, lipsa capacitatii de sinteza a xilanazelor si/sau a -
glucozidazelor.

Solutia cea mai apropiatd de obiectul revendicat este tulpina Aspergillus oryzae-12, care
Sintetizeaza un complex enzimatic cu actiune proteolitica si xilanolitica. La cultivarea sub-
mersd, tulpina manifesta activitate enzimaticd ce constituie: proteaze — 21,0...24,6 u/ml;
xilanaze — 7,5...9,8 u/ml [2]. Dezavantajul tulpinii consta in nivelul scdzut al activitatii
proteazice si xilanazice, lipsa B-glucozidazelor, necesare pentru o hidroliza mai profunda a
materiei prime vegetale.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in evidentierea unei noi tulpini de
fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12, care la cultivarea pe medii nutritive ieftine, in baza
de deseuri ale industriei alimentare, sintetizeaza complexul de enzime hidrolitice constituit
din: proteaze acide, ce realizeaza hidroliza substratului la pH-ul de 3,6 — 25,2...26,7 u/ml;
proteaze neutre, ce realizeaza hidroliza la pH-ul de 7,4 — 30,2...32,9 u/ml; xilanaze —
8,75...11,32 u/ml; B-glucozidaze — 2,23...2,42 u/ml, caracterizat prin nivel inalt al activitatii
proteazice in limite largi ale pH-ului (3,6 si 7,4), xilanazice, cat si prezenta 3-glucozidazelor,
fapt ce contribuie la extinderea domeniilor de aplicare.

Esenta inventiei o constituie tulpina de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 —
producatoare de proteaze acide si neutre, xilanaze §i B-glucozidaze, depozitata in Colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al
ASM sub nr. CNMN-FD-12 (adeverinta de depozitare din 11.X1.2011).

Rezultatul tehnic consta in obtinerea unui complex enzimatic hidrolitic cu spectru larg de
actiune (proteaze, xilanaze, B-glucozidaze) capabil sd realizeze hidroliza concomitentd a
moleculelor proteice si polizaharidelor structurale ale materiei vegetale.

Particularitdtile morfologo-culturale ale tulpinii. Micromiceta Fusarium gibbosum
CNMN-FD-12 creste bine pe diverse medii agarizate.

Pe mediul malt-agar micromiceta formeaza colonii pufoase cu diametrul de 5,0 cm de
culoare alba. Miceliul aerian este alb, bine dezvoltat, cu crestere difuza. Conidiile sunt
netede, dispuse in lanturi, uneori conidii solitare si septate (1...3 septuri). Reversul de culoare
bej-cafeniu.

Pe mediul Czapek cultura prezintd colonii mari, formate din miceliu dens, roz pal.
Conidiile sunt septate, in special cu 3 septuri. Reversul este de culoare galben pal, iar partea
centrald — galben intens. La cultivarea pe mediul Czapek suplimentat cu amidon, se formeaza
colonii mari cu diametrul de 8,0 cm. Miceliul aerian este de culoare alba cu o slaba nuanta
roz. Conidiile sunt elipsoidale. Exudatul lipseste. Reversul este galben pal.

Pe mediul cu extract de cartof sunt prezente multiple colonii albe, pufoase, cu diametru
mic (0,5...1,0 cm). Conidiile sunt marunte, ovale, unicelulare, triseptate. Reversul este de
culoare galbena.

La cultivarea pe mediul Reistrich coloniile sunt solitare, marunte (0,5 cm), slab sporulate,
prezentate prin miceliu aderent la substrat. Reversul este incolor.

Particularitétile fiziologo-biochimice ale tulpinii. Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-
FD-12 creste pe surse organice de azot, amoniac si azotati.

Chemoorganotrof. Creste in limitele de temperaturi 5...40°C. Temperatura optima de
crestere a miceliului este de 28...30°C. Cresterea la temperaturi mai inalte de 40°C este
urmatd de pierderea esentialda a activititii enzimatice. Valoarea pH-ului optim pentru
biosinteza complexului enzimatic este cuprinsa intre 8,0...9,0.
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Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 se caracterizeaza prin nivel inalt al activitatii
proteazelor exocelulare neutre (pH 7,4) si acide (pH 3,6), poseda capacitatea de a sintetiza
enzime celulozolitice (B-glucozidaze, endoglucanaze), xilanaze.

Cultura se pastreazd pe coloane oblice de malt-agar sau Czapek la temperatura de
4...5°C. Termenul de reinsamantare: la fiecare 2 luni.

Reproducerea tulpinii se realizeazd pe mediul de pastrare (malt-agar) sau alte medii
utilizate in aceste scopuri. Pasajele se efectueaza prin portiuni de miceliu cu conidii.
Cultivarea se realizeaza in termostate la temperatura de 30°C, timp de 10...14 zile.

Tulpina este cultivata submers in baloane Erlenmayer, pe agitatoare cu 180...200 rot/min,
timp de 5...6 zile, la temperatura de 28...30°C, pe mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie
(%):

faina de porumb — 2,0; faind de soia — 1,0; CaCO; — 0,2; (NH,),SO, — 0,1; pH-ul initial al
mediului — 6,25.

Exemple de utilizare a tulpinii

Exemplul 1. Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 s-a cultivat pe mediul nutritiv cu
urmatoarea compozitie, (%): faind de porumb — 2,0; faind de soia — 1,0; CaCO; — 0,2,
(NH,),SO, — 0,1; restul — apa de robinet, pH-ul initial al mediului — 6,25. Mediul nutritiv se
insamanteazd cu suspensie de spori si miceliu in cantitate de 5% Vv/v a culturii, crescute pe
suprafete inclinate de malt-agar timp de 12...14 zile. Cultivarea se realizeaza in baloane
Erlenmayer cu capacitatea de 0,75 1, care contin 0,2 1 de mediu, in conditii de agitare
continua (200 rot/min), la temperatura de 28° C, timp de 144 ore.

Activitatea proteolitica, determinatd in baza metodei Anson dupd actiunea asupra
cazeinatului de sodiu, pentru proteazele acide (valoarea pH-ului — 3,6) a constituit 25,5 u/ml,
iar pentru proteazele neutre (valoarea pH-ului — 7,4) a constituit 32,8 u/ml. Activitatea -
glucozidazica si xilanazicd s-a determinat in baza actiunii asupra substratelor specifice (n-
nitrofenil B-D-glucopiranozid si xilan, respectiv) prin determinarea cantitatii de zaharuri
reducatoare conform metodei Somogy-Nelson si au constituit, respectiv, 2,39 u/ml si 9,42
u/ml.

Exemplul 2. Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 s-a cultivat in baloane
Erlenmayer cu capacitatea de 0,5 1, care contineau 0,1 1 de mediu, la temperatura de 30° C,
timp de 144 ore, in rest conditiile sunt similare celor din exemplul 1.

Nivelul de activitate a componentelor complexului enzimatic a constituit: proteaze acide
— 26,6 u/ml, proteaze neutre — 30,2 u/ml, B-glucozidaze — 2,28 v/ml si xilanaze —11,3 u/ml.
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Tulpina de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 producatoare de proteaze acide
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