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Inventia se refera la biotehnologie, in particular la obtinerea unui complex celulazo-amilazic ce poate fi utilizat in
zootehnie ca mijloc de sporire a asimilarii ratiilor alimentare.

Este cunoscut cd in industriile de prelucrare a materiilor vegetale in scopul dezintegrarii polimerilor naturali
(celuloza, hemicelulozele, amidonul) din compozitia furajelor pentru sporirea asimilarii lor de cétre animale si pasari
sunt utilizate preparate enzimatice hidrolitice mixte, obtinute prin agitare mecanicd a componentelor din diferite
surse (diverse microorganisme producdtoare) sau obtinute prin cultivarea mixta a producatorilor microbieni de
origine diferita [1].

Dezavantajul consta in optimizarea dificila a preparatului dupd componentele enzimatice si/ sau a conditiilor de
cultivare ce necesitd cercetari suplimentare voluminoase, complexitatea sporitd a realizarii procesului tehnologic,
ceea ce conduce la cresterea pretului de cost al produsului final.

Cea mai apropiata solutie pentru inventia revendicatd este procedeul de obtinere a enzimelor celulozolitice care
include cultivarea unui amestec in raport de 1:1 constituit din doud microorganisme 7Trichoderma viride si
Aspergillus niger (tulpini de colectie) pe un mediu de culturd constituit din tarate de grau, extract de malf si saruri
minerale [2].

Dezavantajul acestui procedeu consta in optimizarea dificila a conditiilor de cultivare mixta a doud microorganisme
diferite pentru obtinerea efectului optim. Complexul enzimatic obtinut prin acest procedeu nu contine amilaze si
xilanaze, enzime cu capacitate de dezintegrare a amidonului si xemicelulozelor, constituenti majori ai materiei
vegetale. Lipsa acestor doud componente conduce la diminuarea eficientei complexului enzimatic integral la
asimilarea de cétre animale si pasari a furajelor concentrate in baza de orz, ovaz, grau si alte grauntoase. Procedeul
nu permite modificarea ponderii componentelor enzimatice din compozitia complexului in concordantd cu
compozitia substratului.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unui complex celulazo-amilazic specific, echilibrat
conform activitatii enzimatice respective (celobiohidrolaze, endoglucanaze, B-glucozidaze, amilaze) cu capacitati de
dezintegrare a polimerilor naturali din compozitia tesuturilor vegetale (celuloza, hemicelulozele, amidonul).

Esenta inventiei constd in aceea cad procedeul de obtinere a complexului celulazo-amilazic include cultivarea
submersd a tulpinii de fungi Aspergillus niger CNMN-FD-10 pe un mediu de culturd cu urmatorul raport al
componentelor, g/L: borhot de sfecld — 10,0; amidon — 10,0; tarate de grau — 20,0; KH,PO4— 1,0; CaCl, - 2H,0 —
0,1; MgSO, - 7TH,0 — 0,3; NaNO; — 2,5; apa pana la 1,0 L, la pH 6,0, timp de 168 ore, dupa cultivare lichidul de
cultura se separa de biomasa prin filtrare sau centrifugare, complexul celulazo-amilazic se separd din filtratul de
cultura prin sedimentare cu alcool etilic rectificat si se centrifugheaza.

Rezultatul tehnic al inventiei constd 1n obtinerea complexului celulazo-amilazic echilibrat la cultivarea unui singur
microorganism - tulpina fungica 4spergillus niger CNMN-FD-10.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza capacitatii inalte de adaptare a fungilor la conditiile de mediu, caracterul
indus al enzimelor hidrolitice, diferenta termenelor de acumulare maxima a enzimelor de tipuri diferite.

Exemplu de realizare a inventiei

Tulpina Aspergillus niger CNMN-FD-10, utilizatd ca producator, produce extracelular complexul enzimatic
hidrolitic constituit din: celobiohidrolaze, endoglucanaze, -glucozidaze, xilanaze, ca enzime-satelit in cantitati mici
- amilaze.

Se prepard mediul nutritiv cu compozitia, g/L: borhot de sfecla — 10,0; amidon — 10; tarate de grau - 20,0; KH,POj, -
1,0; CaCl, - 2H,0 - 0,1; MgSO, - 7TH,0 — 0,3; NaNO; — 2,5; apa pana la 1,0 L; pH 6,0. Mediul se repartizeaza a cate
0,2 L in vase Erlenmayer cu capacitatea de 1 L si se sterilizeaza in autoclava la regimul 120°C, timp de 1 ord. Dupa
racire la 30°C mediul se inoculeaza cu 5% v/v suspensie de spori ai culturii de 10...12 zile. Retortele se monteaza
pe agitator cu viteza de rotatie 180...200 rot./min. Cultivarea se efectueaza intr-o incépere termostatata la 28...30°C,
timp de 168 ore. Ca material de inoculare serveste suspensia de spori cu concentratia de 2,5 - 3,0 x 10°...10’
spori/mL, obtinuta prin spalare cu apa distilatd sterild de pe suprafete inclinate de malt-agar a culturii fungice
Aspergillus niger CNMN-FD-10 in varsta de 10...12 zile.

Dupa cultivare lichidul de cultura se separad de biomasa prin filtrare sau centrifugare, complexul celulazo-amilazic se
separd din filtratul de cultura prin sedimentare cu alcool etilic rectificat si se centrifugheaza, ulterior se determina
activitatile enzimatice care in aceste conditii prezinta urmatoarele valori, u/g:

celobiohidrolaze - 13,6;

B-glucozidaze - 309,9;

endoglucanaze - 467,1;
xilanaze - 2881,6;
amilaze - 37,7.

Eficacitatea complexului celulazo-amilazic (Cellamyl-5) obtinut a fost evaluatd printr-un test de digestibilitate in
nutritia suinelor de prasilad. Rezultatele sunt reprezentate in tabel. in urma cercetdrilor s-a stabilit Imbunatatirea
indicilor de valorificare digestiva a substantelor nutritive din nutretul combinat (cu continutul de celuloza ridicat) de
catre suinele de prasila.

Digestibilitatea substantei uscate in lotul experimental nr. 3 s-a marit cu 1,75% In comparatie cu lotul martor, iar
digestibilitatea substantelor nutritive in lotul experimental nr. 2 cu 1,67%, s-a constatat tendinta maririi
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organice, proteinei brute i grasimii brute, reducand in acelasi timp digestibilitatea grasimii brute.

Tabel

nutritive din componenta nutreturilor combinate (NC) destinate tineretului porcin

20f2

Nr. Lotul (X+sx)
d/o LE**, LE, LE;

LM* (NC) (NC + 0,8 kg/t|(NC + 08 kgt | (NC+1,0kg/t

Farmazyme 2575) Cellamyl - 5) Cellamyl - 5)

1 Digestibilitatea substantei uscate ( SU)

7537 + 1,195 | 74,04 + 1,288 [ 76,98 + 0,870 | 77,12+ 1,588
2 Digestibilitatea substantei organice (SO)

69,45 +3,019 | 72,73 £ 1,836 [ 76,50 + 1,276 | 76,84 +1,028
3 Digestibilitatea proteinei brute (PB)

69,91 + 2,826 | 68,82 +2,947 [ 72,33 £ 4,100 | 72,06 + 3,507
4 Digestibilitatea grasimii brute

8426+ 3,194 | 84,88 + 5,587 | 76,78 + 8,045 | 73,36 + 4,006
5 Digestibilitatea celulozei brute (CB)

39,89 + 1,605 | 43,96 + 1,284 [ 42,57+1,574 | 44,39 +1,743
6 Digestibilitatea substantelor extractive neazotoase (SEN)

85,44 + 1,190 | 86,36 + 4,00 | 88,03 + 3,380 | 82,78 + 0,847

LM* - lot martor; LE** - lot experimental




