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

(57) Rezumat:

1 2

Inventia se refera la biotehnologie, si K2HPO,4 — 5,0, (NH4)2SO:4 — 1,0 si apa potabila
anume la un procedeu de cultivare submersa a restul si cultivarea la temperatura de 28...30°C
tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger cu agitare continud in decurs de 96 ore.
CNMN FD 01. Suspensia de spori, inainte de inoculare, se

Procedeul, conform inventiei, include trateazd cu nano-particule de dioxid de titan
obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute TiO2 cu dimensiunile de 40 nm in concentratie
timp de 14 zile pe un mediu de malt-agar de 0,0010 %.
inclinat, inocularea suspensiei In concentratie Revendiciri: 1

de 10 % vol. intr-un mediu nutritiv cu pH-ul
7,2, care contine, g/L: faind de soia — 35,0,



(54) Process for submerged cultivation of Aspergillus niger CNMN FD 01 fungi

strain

(57) Abstract:
1

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 —

2
35.0, K;HPOs — 5.0, (NH4).SO4 — 1.0 and
drinking water the rest and culturing at a
temperature of 28...30°C with continuous
stirring for 96 hours. The spore suspension,
before inoculation, is treated with titanium
dioxide TiO, nanoparticles of a size of 40 nm
in a concentration of 0.0010%.
Claims: 1

(54) Cnioco® riyoMHHOr0 KyJbTHBHPOBaHUs mramma rpu6a Aspergillus niger

CNMN FD 01

(57) Pedepar:

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OMOTEXHOJIOTUH, a WMEHHO K CIoco0y
TIYOMHHOTO  KYJABTHBHPOBAHUS  IITaMMa
MunenuaneHeix  rpubos  Aspergillus  niger
CNMN FD 01.

Croco0, COTJIACHO HU300pETEHUIO,
BKIIIOYACT  MOJYYCHHUE  CYCICH3WH  CIIOP
mTaMMa BBIpallleHHOro B TeueHue 14 nHel Ha
CKOIIIEHHON  CYCIIO-arapu30BaHHON  Cpele,
WHOKYIISAIUIO CYCIICH3UM B KOHIeHTparmu 10
% 00. B murareneHyto cpeny ¢ pH 7,2,

2
KOTOpasi CONICPKHUT, T/II: coeByto Myky — 35,0,
K2HPO4 — 5,0, (NH4)2SOs — 1,0 u nutheByio
BOJYy OCTalbHOE W KYJIbTUBHPOBAHUE IPH
temriepatype 28...30°C ¢ HenpepbIBHBIM
nepeMeluBaHieM B TedeHHe 96 uacos.
CycneHsuss  cmop, mepell  HHOKYJSIHEH,
0o0pabaThIBaeTC HAHO-YACTHIIAMHU JHOKCHIA
tutana TiO; pasmMepom 40 HM B KOHIICHTpPAIUH
0,0010 %.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un procedeu de cultivare submersa a
tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 01.

Lipazele microbiene prezintd un potential enorm in domeniul tehnologiilor
alimentare, pentru medicind, in industria chimica si farmaceutica [1].

in calitate de perspectivi producitori de lipaze exocelulare frecvent se utilizeaza
tulpini de micromicete de genurile Aspergillus si Rhizopus, care sintetizeaza enzime
lipolitice cu nivel diferit de activitate si specificitate de actiune. Lipaze ,,nespecifice”
(tulpini de genul Aspergillus) indeplinesc scindarea deplina a trigliceridelor in acizi
grasi si glicerina. Lipazele ,,specifice” (tulpini de genul Rhizopus) se caracterizeaza prin
scindarea acizilor grasi din pozitie extrema a catenelor moleculei de glicerina. Diferenta
tulpinilor de genurile Aspergillus si Rhizopus in scopuri biotehnologice diferite [2].

O conceptie inovativad in obtinerea biotehnologica a lipazelor microbiene este
utilizarea nano-particulelor in calitate de factori stimulatori si reglatori ai proceselor
biosintetice ale microorganismelor [3].

in calitate de solutie proxima serveste procedeul de cultivare submersa clasicd a
tulpinii  Aspergillus niger CNMN FD 01 cu utilizarea mediului cu urmatoarea
componentd, g/L: faina de soia — 35,0, K;HPO, — 5,0, (NH.)2SO4 — 1,0, apa potabild —
péana la 1 litru, pH-ul initial 7,2, sterilizat in autoclavi la 1 atm timp de 1 ora. In mediu
se inoculeazd 5 ml de suspensie apoasd de spori ale fungilor Aspergillus niger cu
concentratia de 10°...107 spori/mL. Cultivarea are loc in camere termostate la
temperatura de 28...30°C in decurs de 4 zile in conditii de agitare continua. Activitatea
lipoliticd a lichidului cultural dupa 4 zile de cultivare constituie 20500...23250 U/mL
[4].

Dezavantajele acestor solutii constau 1n faptul cd nu asigura realizarea pe deplin a
potentialului biosintetic al tulpinii, precum si biosinteza enzimelor lipolitice nu atinge
valoarea maxima.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia constd in propunerea unui procedeu de
cultivare submersa a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN FD 01, aplicarea caruia
intensifica biosinteza enzimatica si asigura sporirea activitatii lipazelor.

Procedeul de cultivare a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN FD 01, conform
inventiei, inlaturd dezavantajele mentionate mai sus prin aceea cd include obtinerea
suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 14 zile pe un mediu de malt-agar inclinat,
inocularea suspensiei in concentratie de 10 % vol. intr-un mediu nutritiv cu pH-ul 7,2,
care contine, g/L: faind de soia — 35,0, K;HPO4 — 5,0, (NH.)2SO4 — 1,0 si apa potabila
restul si cultivarea la temperatura de 28...30°C cu agitare continua in decurs de 96 ore.
Suspensia de spori, inainte de inoculare, se trateazd cu nano-particule de dioxid de titan
TiO; cu dimensiunile de 40 nm in concentratie de 0,0010 %.

Recent este demonstrat ca insusirile nanomaterialelor se deosebesc principial de
insusirile particulelor brute cu aceeasi compozitie chimica, dimensiunea constituind un
parametru-cheie ce determina insusirile fizice si chimice ale nano-particulelor.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea nivelului de biosinteza al lipazelor
sintetizate de micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 01 cu 55,3...57,5 % fata de
solutia proxima.

Efectul biostimulator al nano-particulelor este cauzat de insusirile distincte ale
acestora, atribuite, in special, de dimensiunea lor nanometrica, care este exprimata in
viteza mare de miscare §i capacitati unice de penetrare ale membranelor si peretelui
celular, si de suprafata specifica mare la o unitate de masa, fapt ce sporeste capacitatea
de absorbtie, reactivitatea chimica si potentialul catalitic.

Exemple de realizare ale inventiei

Exemplul 1

Tulpina Aspergillus niger CNMN FD 01 a fost cultivata in baloane Erlenmeyer cu
capacitatea de 0,75 L, care contineau 0,2 L mediu nutritiv cu urmatoarea compozitie
(g/L): faina de soia — 35,0, K;HPO4 — 5,0, (NH4)2SO4 — 1,0, apa potabild pand la 1 L,
pH — 7,2. Mediul nutritiv se inoculeaza cu suspensie de spori in cantitate de 10 % v/v,
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obtinutd prin spalare cu apa distilata sterild a culturii de 14 zile, crescuta pe suprafete
inclinate de malt-agar si supusd in conditii sterile tratdrii cu nano-particule de dioxid de
titan TiO2 cu dimensiunile de 40 nm in concentratie de 0,0005 %, 0,0010 %, 0,0015 %
si agitare riguroasa timp de 1...2 minute manual sau pe agitator.

Cultivarea tulpinii s-a realizat in conditii de agitare continui (180...200 rot.-min™)
timp de 96 ore la temperatura de 28°C.

Activitatea maxima a lipazelor, determinatd prin metoda modificata Otto-Yamad,
dupa gradul de hidroliza a uleiului de masline in solutie de alcool polivinilic pana la
acidul oleic, in conditiile enuntate a fost inregistratd la concentratia de 0,0010 % (10
mg/L de mediu nutritiv) de nano-TiO. cu dimensiunile de 40 nm si constituie 33862
U/mL comparativ cu 21500 U/mL in solutia proximd, sporul activitdtii lipolitice
constituind 57,5 % (v. tabelul).

Modificarea activitatii lipolitice la micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 01 in
prezenta nano-TiO, (40 nm)

Tabelul
Activitatea lipolitica
Varianta Concentratia, % u/mL %
0,0005 26790 124.,6
Nano-TiO; (40 nm) 0,0010 33862 157,5
0,0015 29110 135,4
Proxim - 21500 100,0

Sinteza nano-particulelor TiO;

Nano-particulele de TiO; au fost obtinute prin metoda hidrotermala. Pentru aceasta
0,2 g de alcool polivinilic se dizolva in 50 mL de alcool etilic, apoi la solutia data se
adauga 2 mL de izopropoxid de titan si se agita timp de 1 ora, dupa ce amestecul obtinut
se introduce 1n autoclava si se trateaza la T = 220°C timp de 2 ore. Dupa autoclavare
precipitatul se spald, se usuca la 80°C timp de 2 ore si se supune caracterizarii XRD,
SEM-EDAX.

Din imaginea SEM se observa cd nanomaterialele de TiO obtinute prin metoda
hidrotermald sunt alcatuite din particule de forma sfericd de diferite dimensiuni.
Dimensiunea medie a particulelor calculata din XRD este in jur de 40 nm.

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 cultivata in baloane Erlenmeyer cu
capacitatea de 0,5 L cu 0,1 L mediu nutritiv la temperatura de 30°C, celelalte conditii
fiind echivalente cu cele din Exemplul 1.

Activitatea maxima a lipazelor, determinatd prin metoda modificatd Otto-Yamad,
dupa gradul de hidroliza a uleiului de masline in solutie de alcool polivinilic pana la
acidul oleic, in conditiile enuntate pentru 0,0010 % de nano-TiO cu dimensiunile de 40
nm a constituit 35330 U/mL, comparativ cu 22750 U/mL in solutia proxima, inscriind o
sporire a activitatii lipazelor cu 55,3 %.
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(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare submersa a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN FD 01,
care include obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 14 zile pe un mediu
de malt-agar inclinat, inocularea suspensiei in concentratie de 10 % vol. intr-un mediu
nutritiv cu pH-ul 7,2, care contine, g/L: faina de soia — 35,0, K;HPO4 — 5,0, (NH4)2SO4
— 1,0 si apa potabild restul si cultivarea la temperatura de 28...30°C cu agitare continua
in decurs de 96 ore, caracterizat prin aceea ca suspensia de spori, inainte de inoculare,
se trateaza cu nano-particule de dioxid de titan TiO, cu dimensiunile de 40 nm in
concentratie de 0,0010 %.
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