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proteaze acide, neutre si alcaline

(57) Rezumat:
1
Inventia se refera la biotehnologie, in
special la o tulpind de fungi miceliali
Trichoderma koningii Oudemans si poate fi
utilizatd  pentru  obtinerea  preparatelor
enzimatice proteolitice.
Tulpina de fungi este depozitatd in Colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene a

2
Institutului de Microbiologie si Biotehnologie
al ASM cu numarul CNMN-FD-15 si poate fi
utilizata in calitate de sursd de proteaze acide,
neutre si alcaline.
Revendicari: 1



(54) Strain of Trichoderma koningii Oudemans fungi - producer of acid, neutral

and alkaline proteases

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a strain of filamentous fungi
Trichoderma koningii Oudemans and can be
used for producing proteolytic enzymatic
agents.

Fungus strain is deposited at the National
Collection of Nonpathogenic Microorganisms

2
of the Institute of Microbiology and
Biotechnology of the ASM under the number
CNMN-FD-15 and may be used as a source of
acid, neutral and alkaline proteases.
Claims: 1

(54) lITamm rpudos Trichoderma koningii Oudemans - npoayueHT KucJbIX,

HeﬁTpaJIbHI)IX ! IICJIOYHBIX ITpoTEa3

(57) Pedepar:

N3o0perenne OTHOCUTCS K OHOTEXHO-
JIOTUH, B YACTHOCTH K IITAMMY MHIIETUATBHBIX
rpubo  Trichoderma koningii Oudemans wu
MOXXET OBITh HCIOJB30BAHO IS TTONYYICHUS
MPOTECONUTHYCCKUX (DEPMEHTHBIX TPErapaToB.

IHramm rpuba JIEIOHUPOBaH B
Hamuonaneaot Komnexkiuu HenaToreHHBIX

2
MuxkpoopranusmoB Wnctutyra  Muxkpo-
ouosnorud u buorexnomormu AHM 1nox
HomepoM CNMN-FD-15 u wMoxer ObITh
HCMONB30BaH B KaueCTBE MUCTOYHUKA KHUCIBIX,
HEUTpaJIbHBIX U IIENOYHBIX NIPOTEA3.
I1. popmynsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in special la o tulpind de fungi miceliali
Trichoderma koningii Oudemans si poate fi utilizata pentru obtinerea preparatelor
enzimatice proteolitice.

Sunt cunoscute un sir de tulpini de fungi microscopici din genurile Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma — producatoare active a unui spectru larg de
hidrolaze exocelulare, inclusiv proteaze [1].

Dezavantajele acestor producatori prezinta capacitatea joasa de sinteza a proteazelor,
lipsa capacitatii de sintezd concomitentd in cantitdti suficiente a altor hidrolaze
nespecifice complexului de profil.

Solutia cea mai apropiatd de obiectul revendicat prezinta tulpina de fungi Fusarium
gibbosum CNMN-FD-12, care in culturd submersa sintetizeazd un complex enzimatic
specific cu actiune proteoliticd, compus din doud tipuri de proteaze: acide — in cantitati
de 25,2..26,7 uw/ml si neutre — 30,2...32,9 u/ml, si enzime satelit — xilanaze si -
glucozidaze [2].

Dezavantajul acestei tulpini il constituie complexul proteolitic incomplet — lipsa
proteazelor alcaline si nivelul redus de proteaze neutre, care reprezinta unul din
principalele componente ale complexului proteolitic necesare pentru o proteoliza
profunda a proteinelor, lipsa capacitatii de sintezd a amilazelor.

Problema rezolvatd de inventie consta in evidentierea unei noi tulpini de fungi
miceliali care la cultivarea submersa pe un mediu nutritiv pe bazd de ingrediente
vegetale sa sintetizeze complexul integru de enzime proteolitice: proteaze acide, neutre
si alcaline.

Esenta inventiei o constituie tulpina de fungi Trichoderma koningii Oudemans, care
este depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM cu numarul CNMN-FD-15 si poate fi utilizata
in calitate de sursa de proteaze acide, neutre si alcaline.

Rezultatul tehnic constd in obtinerea complexului enzimatic hidrolitic cu activitate
proteolitica inalta, constituit din proteaze acide, neutre si alcaline, capabil sa activeze
intr-un diapazon larg al pH-ului (3,6...9,03), care de asemenea posedd cantititi
considerabile de o-amilaze, ce asigura hidroliza efectivi a proteinelor si a
polizaharidelor amidonoase din tesuturile vegetale si animale, cu aplicare larga in
diferite procese tehnologice si in medicind. Activitatea proteazelor acide, care
infaptuiesc proteoliza substratului la valoarea pH-ului 3,6, este situata in limitele 26,4
...27,5 u/ml, activitatea proteazelor neutre, care realizeaza hidroliza substratului la pH-ul
7,4, este cuprinsa in limitele 63,5... 66,9 u/ml iar activitatea proteazelor alcaline, ce
realizeaza hidroliza substratului la pH-ul 9,03, se situiaza in intervalul 59,9...61,9 w/ml.
Concomitent, tulpina sintetizeazad in calitate de enzime nespecifice (insotitoare, satelit)
in cantitéti suficiente ai-amilaze acidlabile (standard) cu activitatea de 19,9...22,3 u/ml,
ce realizeaza hidroliza substratului in coditii standard de aciditate la pH-ul 4,7 si
acidstabile cu activitatea de 36,2...43,4 u/ml in conditii de hidroliza acida la pH-ul 2,5,
fapt ce contribuie la extinderea domeniilor de aplicare.

1. Caracterele morfologo-culturale ale tulpinii: micromicetele Trichoderma koningii
Oudemans CNMN-FD-15 cresc bine pe diverse medii agarizate.

Pe mediul malt-agar micromicetele formeaza colonii de culoare albd, care cu timpul
capata o nuanta verde. Coloniile sunt intens sporulate. Miceliul este aderent la substrat,
septat, cu zone de manunchiuri de conidiofori ramificati, amplasati opus, prevazuti cu
fialide situate solitar sau in grupuri de 2...3. Fialidele au forma de ,,garafd” — adica
bombate in partea de jos si subtiri, adesea curbate, in partea terminald pe care sunt
situate conidiile. Conidiile sunt unicelulare, subglobuloase sau elipsoidale, cu peretii
netezi.

Pe mediul Czapek micromicetele formeaza colonii pufoase, initial albe, ulterior de
culoare albicioasa-verde, albastra-verzuie; reversul coloniei necolorat. Conidiosporii se
formeaza pe fialide si cresc pe ramuri laterale in manunchi.

2. Particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii: tulpina Trichoderma koningii
Oudemans CNMN-FD-15 creste pe surse de azot organice, amoniacale si pe baza de
azotati.
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Chemoorganotrof. Creste in limitele de temperaturi +5...+40°C. Temperatura
optima de crestere a miceliului este de +28...4+30°C. Cresterea la temperaturi mai inalte
(+40°C) este urmatd de pierderea esentiald a activitatii enzimatice. Valoarea pH-ului
optim pentru biosinteza proteazelor este cuprinsa intre 8,0...9,3.

3. Produsul sintetizat de tulpind: tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-
FD-15 poseda capacitatea de a sintetiza enzime hidrolitice extracelulare: proteaze
(acide, neutre, alcaline) si amilaze, in calitate de enzime satelit.

4. Parametrii productivi ai tulpinii: tulpina Trichoderma koningii Oudemans
CNMN-FD-15 se distinge printr-un nivel inalt al activitatii proteazelor exocelulare
acide (pH - 3,6), neutre (pH — 7,4) si alcaline (pH 9,03), cu activitatea enzimatica
respectiva: proteaze acide — 1,48...154 u/ml; proteaze neutre — 3,56...3,75 u/ml, proteaze
alcaline — 3,36...3,47 u/ml.

5. Metoda de determinare a activitatii tulpinii: activitatea proteolitica s-a determinat
in conformitate cu metoda propusa de Willstatter, dupa gradul de hidroliza a gelatinei
pana la aminoacizi §i polipeptide, cu dozarea ulterioard a grupelor carboxilice libere
formate ca rezultat al hidrolizei (JlaGopaTtopHblii MpPaKTHKyM MO TEXHOJIOTHH
(bepMeHTHBIX TpenapaToB. MockBa. Jlerkas u mumeBasi mpOMbINIUIEHHOCTE, 1982, p. 41-
43).

6. Conditiile si componenta mediului pentru cultivare: tulpina se cultivd submers in
baloane Erlenmayer, pe agitatoare cu 180...200 rot/min, timp de 7...11 zile, la
temperatura de 28...30°C, pe mediul nutritiv cu urméatoarea compozitie, (%): tarate de
grau — 2,0; faind de soia — 1,0; CaCO; — 0,2; (NH,),SO, — 0,1; pH-ul initial al mediului
6,25.

7. Conditiile si componenta mediilor pentru pastrarea indelungata si reproducerea
tulpinii: cultura se pastreaza pe coloane oblice de malt-agar sau Czapek la temperatura
de 4..5°C. Termenul de reinsamantare: la fiecare 2 luni. Cultivarea se realizeaza in
termostate la temperatura de +30°C timp de 10...14 zile. Reproducerea tulpinii se
realizeaza pe mediul de pastrare sau alte medii, utilizate in acest scop.

Exemple de utilizare a tulpinii

Exemplul 1

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 s-a cultivat pe mediul
nutritiv cu urmatoarea compozitie, (%): tarate de grau — 2,0; faina de soia — 1,0; CaCQO;
—0,2; (NH4),SO, - 0,1; pH-ul initial al mediului 6,25, prealabil sterilizat la presiunea
de 1 atm timp de 1 ora. Dupa racire pana la 25...307C (sau temperatura camerei) mediul
nutritiv se Insdménteazd cu suspensie de spori si miceliu in cantitate de 5% v/v a
culturii, crescute pe suprafete inclinate de malt-agar timp de 12...14 zile si obtinute prin
spalare de pe coloana oblicd cu 10 ml apa sterild. Cultivarea se realizeaza in baloane
Erlenmayer cu capacitatea de 0,75 1, care contin 0,2 1 de mediu, in conditii de agitare
continud (180...200 rot/min), la temperatura de 28°C, timp de 216 ore (9 zile).

Activitatea proteoliticd, determinatd 1n conformitate cu metoda Anson dupa
actiunea asupra cazeinatului de sodiu, pentru proteazele acide (valoarea pH-ului 3,6) a
constituit 26,9 u/ml; pentru proteazele neutre (valoarea pH-ului 7,4) — 65,3 u/ml; pentru
proteazele alcaline (valoarea pH-ului 9,0) — 60,7 u/ml (JlaGopaTopHbIii MPaKTUKYM IO
TEXHOJOTUH (PePMEHTHBIX MpenapaToB. Mocksa. Jlerkasi u muiieBast MPOMbIIUICHHOCTb,
1982, p. 36- 41).

Activitatea amilazelor (a-amilaze), determinata dupa gradul de hidroliza a solutiei
de 1% de amidon, a constituit: 20,3 u/ml ( pH-ul 4,7) si 41,8 w/ml ( pH-ul 2,5)

(Pyxnsamea A.IL, Tlompranuna I'.B. Metoapl  ompeneneHus AKTUBHOCTH
THIPONUTHYECKUX (hepMmenToB. MockBa: Jlerkass v muineBas MpOMBIIDICHHOCTh, 1981,
288 p.)

Exemplul 2

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 s-a cultivat in baloane
Erlenmayer cu capacitatea de 0,5 1, care contineau 0,1 | de mediu, la temperatura de 30?
C, timp de 192 ore (8 zile), in rest conditiile sunt echivalente exemplului 1.

Activitatea componentelor complexului enzimatic a constituit: 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 4,7) si 42,9 u/ml ( pH-ul 2,5).
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Tulpina de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 — producétoare de
proteaze acide, neutre si alcaline.
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