
 

 
MD 4566 B1 2018.05.31 

 
 

REPUBLICA MOLDOVADate Bi bliograf ice 
 
 
 
 

 
(19) Agenţia de Stat 

pentru Proprietatea Intelectuală 
 
 

 

(11) 4566  (13) B1 
(51) Int.Cl: C12N 1/14 (2006.01) 
                     C12N 9/20 (2006.01) 
                     C12R 1/685 (2006.01) 

     
 

(12)   BREVET  DE  INVENŢIE 
 
In termen de 6 luni de la data publicării menţiunii privind hotărârea de acordare a brevetului de 

 invenţie, orice persoană poate face opoziţie la acordarea brevetului 

(21) Nr. depozit: a 2017 0050 
(22) Data depozit: 2017.05.04 
 

(45) Data publicării hotărârii de 
acordare a brevetului: 
2018.05.31, BOPI nr. 5/2018 

 

(71) Solicitanți: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE ŞI BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI 
DE ŞTIINŢE A MOLDOVEI, MD; INSTITUTUL DE INGINERIE 
ELECTRONICĂ ŞI NANOTEHNOLOGII "D. Ghiţu", MD 

(72) Inventatori: CILOCI Alexandra, MD; BIVOL Cezara, MD; TIURINA Janetta, MD; GUŢUL 
Tatiana, MD; CLAPCO Steliana, MD; LABLIUC Svetlana, MD; DVORNINA 
Elena, MD; RUSU Emil, MD 

(73) Titulari: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE ŞI BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE 
ŞTIINŢE A MOLDOVEI, MD; INSTITUTUL DE INGINERIE ELECTRONICĂ ŞI 
NANOTEHNOLOGII "D. Ghiţu", MD 

 
 

(54) Procedeu de cultivare submersă a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN 
FD 01  

     
(57) Rezumat:Rezuma t 

1                                                                                        2 
Invenţia se referă la biotehnologie, şi 

anume la un procedeu de cultivare submersă a 
tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger 
CNMN FD 01. 

Procedeul, conform invenţiei, include 
obţinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute 
timp de 14 zile pe un mediu de malţ-agar 
înclinat, inocularea suspensiei în concentraţie 
de 10 % vol. intr-un mediu nutritiv cu pH-ul 
7,2, care conţine, g/L: făină de soia  35,0, 

K2HPO4  5,0, (NH4)2SO4  1,0 şi apă potabilă 
restul şi cultivarea la temperatura de 2830°C 
cu agitare continuă în decurs de 96 ore. 
Suspensia de spori, inainte de inoculare, se 
tratează cu nano-particule de dioxid de titan 
TiO2 cu dimensiunile de 40 nm în concentraţie 
de 0,0010 %. 

Revendicări: 1 
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(54) Process for submerged cultivation of Aspergillus niger CNMN FD 01 fungi 
strain 

     
(57) Abstract: 

1                                                                                        2 
The invention relates to biotechnology, 

namely to a process for submerged cultivation 
of Aspergillus niger CNMN FD 01 mycelial 
fungi strain. 

The process, according to the invention, 
comprises preparing a spore suspension of the 
strain grown for 14 days on a sloped wort-agar 
medium, inoculating the suspension in a 
concentration of 10% vol. in a nutrient medium 
with the pH 7.2, containing, g/L: soy flour  

35.0, K2HPO4  5.0, (NH4)2SO4  1.0 and 
drinking water the rest and culturing at a 
temperature of 2830C with continuous 
stirring for 96 hours. The spore suspension, 
before inoculation, is treated with titanium 
dioxide TiO2 nanoparticles of a size of 40 nm 
in a concentration of 0.0010%. 

Claims: 1 

 
 
 
 
(54) Способ глубинного культивирования штамма гриба Aspergillus niger 
CNMN FD 01 

     
(57) Реферат: 

1                                                                                        2 
Изобретение относится к 

биотехнологии, а именно к способу 
глубинного культивирования штамма 
мицелиальных грибов Aspergillus niger 
CNMN FD 01. 

Способ, согласно изобретению, 
включает получение суспензии спор 
штамма выращенного в течение 14 дней на 
скошенной сусло-агаризованной среде, 
инокуляцию суспензии в концентрации 10 
% об. в питательную среду с pH 7,2, 

которая содержит, г/л: соевую муку  35,0, 
K2HPO4  5,0, (NH4)2SO4  1,0 и питьевую 
воду остальное и культивирование при 
температуре 2830°C с непрерывным 
перемешиванием в течение 96 часов. 
Суспензия спор, перед инокуляцией, 
обрабатывается нано-частицами диоксида 
титана TiO2 размером 40 нм в концентрации 
0,0010 %. 

П. формулы: 1  
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Descriere:Descriere 
(Descrierea se publică în redacția solicitantului) 
 

Invenţia se referă la biotehnologie, şi anume la un procedeu de cultivare submersă a 
tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 01. 5 

Lipazele microbiene prezintă un potenţial enorm în domeniul tehnologiilor 
alimentare, pentru medicină, în industria chimică şi farmaceutică [1]. 

În calitate de perspectivi producători de lipaze exocelulare frecvent se utilizează 
tulpini de micromicete de genurile Aspergillus şi Rhizopus, care sintetizează enzime 
lipolitice cu nivel diferit de activitate şi specificitate de acţiune. Lipaze „nespecifice” 10 
(tulpini de genul Aspergillus) îndeplinesc scindarea deplină a trigliceridelor în acizi 
graşi şi glicerină. Lipazele „specifice” (tulpini de genul Rhizopus) se caracterizează prin 
scindarea acizilor graşi din poziţie extremă a catenelor moleculei de glicerină. Diferenţa 
dintre însuşirile fizico-chimice ale lipazelor sintetizate oferă posibilităţi de utilizare ale 
tulpinilor de genurile Aspergillus şi Rhizopus in scopuri biotehnologice diferite [2]. 15 

O concepţie inovativă în obţinerea biotehnologică a lipazelor microbiene este 
utilizarea nano-particulelor în calitate de factori stimulatori şi reglatori ai proceselor 
biosintetice ale microorganismelor [3]. 

În calitate de soluţie proximă serveşte procedeul de cultivare submersă clasică a 
tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 01 cu utilizarea mediului cu următoarea 20 
componenţă, g/L: făină de soia  35,0, K2HPO4  5,0, (NH4)2SO4  1,0, apă potabilă  
până la 1 litru, pH-ul iniţial 7,2, sterilizat în autoclavă la 1 atm timp de 1 oră. În mediu 
se inoculează 5 ml de suspensie apoasă de spori ale fungilor Aspergillus niger cu 
concentraţia de 106107 spori/mL. Cultivarea are loc in camere termostate la 
temperatura de 2830°C în decurs de 4 zile în condiţii de agitare continuă. Activitatea 25 
lipolitică a lichidului cultural după 4 zile de cultivare constituie 2050023250 U/mL 
[4]. 

Dezavantajele acestor soluţii constau în faptul că nu asigură realizarea pe deplin a 
potenţialului biosintetic al tulpinii, precum şi biosinteza enzimelor lipolitice nu atinge 
valoarea maximă. 30 

Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia constă în propunerea unui procedeu de 
cultivare submersă a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN FD 01, aplicarea căruia 
intensifică biosinteza enzimatică şi asigură sporirea activităţii lipazelor. 

Procedeul de cultivare a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN FD 01, conform 
invenţiei, înlătură dezavantajele menţionate mai sus prin aceea că include obţinerea 35 
suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 14 zile pe un mediu de malţ-agar inclinat, 
inocularea suspensiei în concentraţie de 10 % vol. într-un mediu nutritiv cu pH-ul 7,2, 
care conţine, g/L: făină de soia  35,0, K2HPO4  5,0, (NH4)2SO4  1,0 şi apă potabilă 
restul şi cultivarea la temperatura de 2830°C cu agitare continuă în decurs de 96 ore. 
Suspensia de spori, înainte de inoculare, se tratează cu nano-particule de dioxid de titan 40 
TiO2 cu dimensiunile de 40 nm în concentraţie de 0,0010 %. 

Recent este demonstrat că însuşirile nanomaterialelor se deosebesc principial de 
însuşirile particulelor brute cu aceeaşi compoziţie chimică, dimensiunea constituind un 
parametru-cheie ce determină însuşirile fizice şi chimice ale nano-particulelor. 

Rezultatul tehnic al invenţiei constă în sporirea nivelului de biosinteză al lipazelor 45 
sintetizate de micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 01 cu 55,357,5 % faţă de 
soluţia proximă. 

Efectul biostimulator al nano-particulelor este cauzat de însuşirile distincte ale 
acestora, atribuite, în special, de dimensiunea lor nanometrică, care este exprimată în 
viteză mare de mişcare şi capacităţi unice de penetrare ale membranelor şi peretelui 50 
celular, şi de suprafaţa specifică mare la o unitate de masă, fapt ce sporeşte capacitatea 
de absorbţie, reactivitatea chimică şi potenţialul catalitic. 

Exemple de realizare ale invenţiei 
Exemplul 1 
Tulpina Aspergillus niger CNMN FD 01 a fost cultivată în baloane Erlenmeyer cu 55 

capacitatea de 0,75 L, care conţineau 0,2 L mediu nutritiv cu următoarea compoziţie 
(g/L): făină de soia  35,0, K2HPO4  5,0, (NH4)2SO4  1,0, apă potabilă până la 1 L, 
pH  7,2. Mediul nutritiv se inoculează cu suspensie de spori in cantitate de 10 % v/v, 
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obţinută prin spălare cu apă distilată sterilă a culturii de 14 zile, crescută pe suprafeţe 
înclinate de malţ-agar şi supusă în condiţii sterile tratării cu nano-particule de dioxid de 
titan TiO2 cu dimensiunile de 40 nm în concentraţie de 0,0005 %, 0,0010 %, 0,0015 % 
şi agitare riguroasă timp de 12 minute manual sau pe agitator. 

Cultivarea tulpinii s-a realizat în condiţii de agitare continuă (180200 rot.min-1) 5 
timp de 96 ore la temperatura de 28°C. 

Activitatea maximă a lipazelor, determinată prin metoda modificată Otto-Yamad, 
după gradul de hidroliză a uleiului de măsline în soluţie de alcool polivinilic până la 
acidul oleic, în condiţiile enunţate a fost înregistrată la concentraţia de 0,0010 % (10 
mg/L de mediu nutritiv) de nano-TiO2 cu dimensiunile de 40 nm şi constituie 33862 10 
U/mL comparativ cu 21500 U/mL în soluţia proximă, sporul activităţii lipolitice 
constituind 57,5 % (v. tabelul). 

Modificarea activităţii lipolitice la micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 01 in 
prezenţa nano-TiO2 (40 nm) 

Tabelul  15 

Varianta Concentraţia, % 
Activitatea lipolitică 
u/mL % 

Nano-TiO2 (40 nm) 
0,0005 26790 124,6 
0,0010 33862 157,5 

 0,0015 29110 135,4 
Proxim  - 21500 100,0 

Sinteza nano-particulelor TiO2 
Nano-particulele de TiO2 au fost obţinute prin metoda hidrotermală. Pentru aceasta 

0,2 g de alcool polivinilic se dizolvă în 50 mL de alcool etilic, apoi la soluţia dată se 
adaugă 2 mL de izopropoxid de titan şi se agită timp de 1 oră, după ce amestecul obţinut 
se introduce în autoclavă şi se tratează la T = 220°C timp de 2 ore. După autoclavare 20 
precipitatul se spală, se usucă la 80°C timp de 2 ore şi se supune caracterizării XRD, 
SEM-EDAX. 

Din imaginea SEM se observă că nanomaterialele de TiO2 obţinute prin metoda 
hidrotermală sunt alcătuite din particule de formă sferică de diferite dimensiuni. 
Dimensiunea medie a particulelor calculată din XRD este în jur de 40 nm. 25 

Determinat, %: Ti 48,14; C 12,37; H 5,24; O 34,25; 
Calculat, %: Ti 49,03; C 13,47; H 4,14; O 33,36. 
Exemplul 2 
Tulpina Aspergillus niger CNMN FD 01 a fost cultivată în baloane Erlenmeyer cu 

capacitatea de 0,5 L cu 0,1 L mediu nutritiv la temperatura de 30°C, celelalte condiţii 30 
fiind echivalente cu cele din Exemplul 1. 

Activitatea maximă a lipazelor, determinată prin metoda modificată Otto-Yamad, 
după gradul de hidroliză a uleiului de măsline în soluţie de alcool polivinilic până la 
acidul oleic, în condiţiile enunţate pentru 0,0010 % de nano-TiO2 cu dimensiunile de 40 
nm a constituit 35330 U/mL, comparativ cu 22750 U/mL în soluţia proximă, înscriind o 35 
sporire a activităţii lipazelor cu 55,3 %.  
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(57) Revendicări:Revendic ări 
 

Procedeu de cultivare submersă a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN FD 01, 
care include obţinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 14 zile pe un mediu 
de malţ-agar înclinat, inocularea suspensiei în concentraţie de 10 % vol. într-un mediu 
nutritiv cu pH-ul 7,2, care conţine, g/L: făină de soia  35,0, K2HPO4  5,0, (NH4)2SO4 
 1,0 şi apă potabilă restul şi cultivarea la temperatura de 2830°C cu agitare continuă 
in decurs de 96 ore, caracterizat prin aceea că suspensia de spori, inainte de inoculare, 
se tratează cu nano-particule de dioxid de titan TiO2 cu dimensiunile de 40 nm in 
concentraţie de 0,0010 %.  
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