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Inventia se refet la biotehnologie, in special la o tulpidle fungi miceliali Trichoderma koningii Oudemagis
poate fi utilizali pentru olginerea preparatelor enzimatice proteolitice.

Sunt cunoscute wir de tulpini de fungi microscopici din genurile pexgillus, Penicillium, Rhizopus, Trichoderma
- produditoare active a unui spectru larg de hidrolaze dutare, inclusiv proteaze [1].

Dezavantajele acestor prodtmri prezint capacitatea jodsde sintez a proteazelor, lipsa capatit de sintea
concomitent Tn cantititi suficiente a altor hidrolaze nespecifice complakde profil.

Soluia cea mai apropiatde obiectul revendicat prezintulpina de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12,ecar
n cultul submers sintetizeaz un complex enzimatic specific cutame proteoliti@d, compus din dautipuri de
proteaze: acide- in cantiiti de 25,2...26,7 u/m$i neutre- 30,2...32,9 u/mlgi enzime satelit- xilanazesi -
glucozidaze [2].

Dezavantajul acestei tulpini 1l constituie complieproteolitic incomplet- lipsa proteazelor alcaling nivelul redus
de proteaze neutre, care reprexzimnul din principalele componente ale complexuldtgolitic necesare pentru o
proteolizi profund a proteinelor, lipsa capa#fi de sintez a amilazelor.

Problema rezolvéatde invemie consi in evidemierea unei noi tulpini de fungi miceliali care lalttvarea submeis
pe un mediu nutritiv pe bazde ingrediente vegetalei sintetizeze complexul integru de enzime protediti
proteaze acide, neutgealcaline.

Esena inveniei o constituie tulpina de fungi Trichoderma kagiinOudemans, care este depozitat Colegia
Nationak de Microorganisme Nepatogene a Institutului derbblogie si Biotehnologie al AM cu nurrrul
CNMN-FD-15si poate fi utilizat Tn calitate de suiisde proteaze acide, neutielcaline.

Rezultatul tehnic consfin okiinerea complexului enzimatic hidrolitic cu activégproteolitia Tnalti, constituit din
proteaze acide, neutsealcaline, capabil sactiveze intr-un diapazon larg al pH-ului (3,603, care de asemenea
posed cantititi considerabile deo-amilaze, ce asigar hidroliza efectia a proteinelorsi a polizaharidelor
amidonoase dinesuturile vegetalai animale, cu aplicare laigin diferite procese tehnologicg in medicira.
Activitatea proteazelor acide, caredjptuiesc proteoliza substratului la valoarea pH-8l@, este situatin limitele
26,4 ...27,5 u/ml, activitatea proteazelor neuteee realizedzhidroliza substratului la pH-ul 7,4, este cupiifis
limitele 63,5... 66,9 u/ml iar activitatea protelazealcaline, ce realizeazhidroliza substratului la pH-ul 9,03, se
situiazi in intervalul 59,9...61,9 u/ml. Concomitent, twi@i sintetizeaz in calitate de enzime nespecifice
(insditoare, satelit) Tn cantiti suficiente a-amilaze acidlabile (standard) cu activitatea de9122,3 u/ml, ce
realizeaz hidroliza substratului in cogli standard de aciditate la pH-ul 4i7acidstabile cu activitatea de 36,2...43,4
u/ml in condiii de hidroliz acidi la pH-ul 2,5, fapt ce contribuie la extinderea émitlor de aplicare.

1. Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii:cn@imicetele Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FPetesc
bine pe diverse medii agarizate.

Pe mediul matagar micromicetele formeazolonii de culoare al) care cu timpul capa o nuarg verde. Coloniile
sunt intens sporulate. Miceliul este aderent lassah septat, cu zone deimunchiuri de conidiofori ramifiga
amplasd opus, pre@zui cu fialide situate solitar sau in grupuri de 2.Fialidele au form de ,garaf” — adic
bombate in partea de jessulyiri, adesea curbate, in partea termirngé care sunt situate conidiile. Conidiile sunt
unicelulare, subglobuloase sau elipsoidale, cuipertezi.

Pe mediul Czapek micromicetele formgazolonii pufoase, inial albe, ulterior de culoare albicidagerde,
albasta-verzuie; reversul coloniei necolorat. Conidiospase formeaz pe fialidesi cresc pe ramuri laterale Tn
manunchi.

2. Particularittile fiziologo-biochimice ale tulpinii: tulpina Triloderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 gee
pe surse de azot organice, amoniagigte baz de azotg.

Chemoorganotrof. Cgée in limitele de temperaturi +5...+40°C. Tempeaiatpting de crgtere a miceliului este de
+28...+30°C. Crgerea la temperaturi mai nalte (+40°C) este ufrdatpierderea esgala a activititi enzimatice.
Valoarea pH-ului optim pentru biosinteza proteazekie cuprirsintre 8,0...9,3.

3. Produsul sintetizat de tulgintulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-{iésed capacitatea de a
sintetiza enzime hidrolitice extracelulare: pro&éacide, neutre, alcaling)amilaze, Tn calitate de enzime satelit.
4. Parametrii productivi ai tulpinii: tulpina Trioderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 se distingentptiin
nivel Tnalt al activittii proteazelor exocelulare acide (pH 3,6), neutre (pH- 7,4) si alcaline (pH 9,03), cu
activitatea enzimatic respectii: proteaze acide- 1,48...154 u/ml; proteaze neutre3,56...3,75 u/ml, proteaze
alcaline— 3,36...3,47 u/ml.

5. Metoda de determinare a acttiit tulpinii: activitatea proteolitiz¢ s-a determinat in conformitate cu metoda
propus de Willstatter, dup gradul de hidroliz a gelatinei p&hla aminoacizii polipeptide, cu dozarea ulteri@aa
grupelor carboxilice libere formate ca rezultat lasidrolizei (laGopaTopHblii NpPaKTHKYM IO TEXHOJOTUH
(depmeHTHBIX TTpenapatoB. MockBa. Jlerkas u muineBast MpOMBIIIIIEHHOCTh, 1982, p. 41-43).

6. Condiiile si componega mediului pentru cultivare: tulpina se cuitisubmers in baloane Erlenmayer, pe
agitatoare cu 180...200 rot/min, timp de.T1 zile, la temperatura de 28...30°C, pe mediutithuitu urmitoarea
compoziie, (%): tirée de grau- 2,0; fiina de soia- 1,0; CaCO3- 0,2; (NH4)2S04- 0,1; pH-ul intial al mediului
6,25.

7. Condiiile si componera mediilor pentru gstrarea Tndelungatsi reproducerea tulpinii: cultura séigtreaz pe
coloane oblice de mghgar sau Czapek la temperatura de 4...5°C. Tedntenweindmanare: la fiecare 2 luni.
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Cultivarea se realizeaZin termostate la temperatura de +30°C timp de.18 zile. Reproducerea tulpinii se
realizeaz pe mediul de gstrare sau alte medii, utilizate in acest scop.

Exemple de utilizare a tulpinii

Exemplul 1

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 sultivat pe mediul nutritiv cu uritoarea compotie,
(%): tarde de grau- 2,0; fina de soia- 1,0; CaCO3- 0,2; (NH4)2S0O4- 0,1; pH-ul injial al mediului 6,25,
prealabil sterilizat la presiunea de 1 atm timplderd. Dupi racire pam la 25..30°C (sau temperatura camerei)
mediul nutritiv se Tnemaneaz cu suspensie de spaii miceliu in cantitate de 5% v/v a culturii, cretepe
suprafee inclinate de malkgar timp de 12.14 zilesi obtinute prin splare de pe coloana obiiccu 10 ml ap
sterili. Cultivarea se realizeaZan baloane Erlenmayer cu capacitatea de 0,75r& canin 0,2 | de mediu, in
condiii de agitare contiru(180...200 rot/min), la temperatura de 28° C, tae®216 ore (9 zile).

Activitatea proteolitid, determinat in conformitate cu metoda Anson duggiunea asupra cazeinatului de sodiu,
pentru proteazele acide (valoarea pH-ului 3,6)restitwit 26,9 u/ml; pentru proteazele neutre (vedagpH-ului 7,4)

- 65,3 u/ml; pentru proteazele alcaline (valoareaupkl 9,0) - 60,7 u/ml (laGopaTopHbIii MPaKTHKYM IO
TEXHOJIOTUH (PepPMEHTHBIX MpernapatoB. Mocksa. Jlerkas u nmuiiesas IpoMbIluieHHOCTh, 1982, p. 36- 41).

Activitatea amilazelor d-amilaze), determinatdup gradul de hidroliz a solgiei de 1% de amidon, a constituit:
20,3 u/ml ( pH-ul 4,7)i 41,8 u/ml ( pH-ul 2,5) Byxasinesa A.IL., TMonsiranuua I'.B. Metonsl omnpeneneHus
AKTHBHOCTH THAPOJIMTHYECKHX pepMenToB. MockBa: Jlerkas u nuiieBas mpoMblIiiieHHocTs, 1981, 288 p.)

Exemplul 2

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 sultivat Tn baloane Erlenmayer cu capacitate@,8d,
care cotineau 0,1 | de mediu, la temperatura de 30° C, tie192 ore (8 zile), in rest cofide sunt echivalente
exemplului 1.

Activitatea componentelor complexului enzimatic anstituit: proteaze acide 27,2 u/ml, proteaze neutre 64,2
u/ml, proteaze alcaline 61,5 u/ml, amilaze 22,1 u/ml ( pH-ul 4,73i 42,9 u/ml ( pH-ul 2,5).



