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(54) Procedeu de cultivare submersa a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN

FD 03, producatoare de lipaze

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de cultivare submersa a
tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD
03, producatoare de lipaze si poate fi utilizata
in industria microbiologicd pentru producerea
enzimelor lipolitice cu aplicare larga 1in
industria alimentard, de producere §i procesare
a grasimilor si uleiurilor vegetale, in medicina
ca mijloc terapeutic si diagnostic.

Procedeul, conform inventiei prevede
obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute
timp de 30 zile pe un mediu de malt-agar,

2

inocularea suspensiei in cantitate de 5% v/v
intr-un mediu nutritiv apos ce contine, g/L:
faina de soia - 35,0, (NH4)2SOs - 1,0, KH,PO4 -
5,0, cu adaugarea concomitentd a 0,005 g/L de
[SrL3][Co(NCS)4, unde L - dimetilpiridin-2,6-
dicarboxilat, si cultivarea la agitare continud de
180-200 rot/min in decurs de 24 de ore la
temperatura de 28-30°C.

Rezultatul inventiei constd in sporirea
biosintezei enzimelor lipolitice si reducerea
duratei de cultivare a tulpinii cu 24 de ore.

Revendicari: 1




(54) Process for submerged cultivation of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungus

strain, producer of lipases

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
namely to a process for submerged cultivation
of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungus
strain, producer of lipases and can be used in
the microbiological industry for producing
lipolytic enzymes with wide application in the
food industry, production and processing of
fats and vegetable oils, in medicine in as a
therapeutic and diagnostic agent.

The process, according to the invention,
provides for the production of a spore
suspension of a strain grown for 30 days on a
malt-agar medium, inoculation of the

2

suspension in an amount of 5vol.% into a
nutrient aqueous medium containing, g/L: soy
flour - 35.0, (NH4)2SO4 - 1.0, KH;PO,4 - 5.0,
with simultaneous introduction of 0.005 g/L of
[SrL3][Co(NCS)4], where L -
dimethylpyridine-2,6-dicarboxylate, and
cultivation with constant stirring at 180-200
rpm for 24 hours, at a temperature of 28-30°C.

The result of the invention consists in
increasing the biosynthesis of lipolytic
enzymes and reducing the duration of
cultivation of the strain by 24 hours.

Claims: 1

(54) Cnocod riayouHHOro KyJbTHBHPOBaHUs mTamma rpu6a Rhizopus arrhizus

CNMN FD 03, npoayueHnTa Jumna3s

(57) Pedepar:

U3zobpetenue OTHOCHUTBCS K
OMOTEeXHOJOTHH, a HWMEHHO K CIOoco0y
Fﬂy6I/IHHOFO KYJIbTUBUPOBAHUS mramMmMma

rpuba Rhizopus arrhizus CNMN FD 03,
MpOJylIeHTa  JIMMa3 W MOXET  OBITh
HCIIOJIB30BaHO B MHKPOOHOJIOTHIECKOH
MPOMBIIIJICHHOCTH IS MOJTy4YEeHUS
JMIIOJIUTHYECKUX (PEPMEHTOB C  IIMPOKUM
NPUMEHEHHWEM B MHIIEBOW NMPOMBIIUICHHOCTH,
NPOM3BOJICTBE M IepepaboTke >KUPOB U
PacTUTENIFHBIX Macel, B MEIUIIMHE B Ka4eCTBE
TEpaneBTHYECKOr0 ¥ JAMArHOCTHYECKOTO
CpeAcTBa.

Crocob,  cormacHo  HM300peTeHHIo,
MpeaycMaTpUBaeT MOJTyYeHHE CYCIIEH3UHU CIIOP
ImTaMMa BhIpalieHHoro B TeueHnu 30 qHel Ha

2

cpeze conop-arap, WHOKYJSIINIO CYCIICH3UU B
KonyecTBe 5 00.% B NMUTATENbHYIO BOAHYIO
Cpely, COACPIKAIIYI0, I/JI: COeBYIO MYKY - 35,0,
(NH4).SOs - 1,0, KH,POq4 - 5,0, ¢
omHOBpeMeHHBIM  BBeaeHueM 0,005 /i
[SrL3][Co(NCS)4], e L - auMeTmimupuanH-
2,6-muKapOoKcHIaT, U KyJIbTHBHPOBAHUE TIPU
MOCTOSIHHOM niepememnBanust npu  180-200
00/MUH B TeUeHUH 24 4, Ipu TeMmmeparype 28-
30°C.

Pesynprar m300peTeHHMs COCTOMT B
YBEIMYEHUH OHOCHHTE3a JIMHOIUTHYECKUX
(bepmeHTOB " COKpAIeHUN po-
JIOJDKUTENIPHOCTH KYJIbTUBHPOBAHUS IITaMMa
Ha 24 yaca.

I1. hbopmyisr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, 1n particular, la un procedeu de cultivare submersa a tulpinii de
fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, producatoare de enzime lipolitice si poate fi utilizatd in industria
microbiologica pentru obtinerea lipazelor cu largi aplicari in industria alimentara, de producere si
prelucrare a grasimilor si uleiurilor vegetale, in medicina ca mijloc terapeutic si de diagnostica.

Procedeele moderne de cultivare a tulpinilor fungice producatoare de enzime exocelulare se
bazeaza pe aplicarea rezultatelor cercetarilor clasice imbinate cu realizarile tehnologice si fizico-chimice
moderne, precum studiul particularitatilor de crestere si sinteza a enzimelor in functie de regimul termic,
aeratie, dinamica variatiei pH-ului mediului, raportul optim al componentelor mediilor nutritive,
cantitatea si tipul materialului semincer, cat si screening-ul inductorilor specifici reprezentati de
ingrediente naturale (fiina de soia, porumb, tirate de grau, etc.). Componentele lipidice prezente in
cantitdti mici in ingredientele din compozitia mediului stimuleaza efectiv biosinteza lipazelor (Pyban E.JI.
MukpoOHbie unuael U aunas3sl. M3n. Hayka, Mocksa, 1977, p. 132-156; Kanyusun K. A., Tonrep JI.A.
Mukpo6usie hepmenTHbie npenaparsl. Mocksa. ITur. TIpom., 1979, p. 14-30).

Pentru cultivarea submersa clasica a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 este cunoscut
procedeul, in care se utilizeaza mediul nutritiv cu compozitia, g: faina de soia — 35,0; (NH4)2SO. -1,0;
KH2PO.-1,0; apa potabila pana la 1L [1].

Dezavantajul consta in faptul ca raportul componentelor mediului nu asigura realizarea pe deplin a
potentialului biosintetic al culturii, biosinteza lipazelor nu atinge nivelul maxim, iar maxima biosintezei
lipazelor se manifesta in ziua a 2-a de cultivare.

De asemenea, se cunoaste un procedeu de cultivare a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in
aceleasi conditii, timp de 48 ore, cu utilizarea in calitate de biostimulator a nanoparticulelor de FezO4 care
asigurd obtinerea unei activitati lipolitice mult mai superioare fata de inventie [2] .

Desi aplicarea nanoparticulelor oferd solutii rapide si fiabile in diverse domenii de activitate,
inclusiv biotehnologii, impactul acestora asupra mediului si sanatitii este imprevizibil, variind
semnificativ (benefic sau toxic) in functie de caracteristicile nanomaterialelor si organismelor tinta si fiind
dificil de prognozat si controlat. Totodatd, nanoparticulele pot suferi diferite transformari (inclusiv
biotransformari), care modificd proprietatile fizico-chimice ale acestora, rezultind un impact asupra
mediului diferit de cel pe care il pot provoca nanoparticulele originale, fiind necesare evaluari
individualizate costisitoare (Martinez G., Merinero M., Pérez-Aranda M., Pérez-Soriano E. M., Ortiz T.,
Begines B., Alcudia A. Environmental Impact of Nanoparticles' Application as an Emerging Technology:
A Review. Materials (Basel, Switzerland), 2020, 14(1), p. 166).

Alt dezavantaj constd in faptul ca desi activitatea lipolitica este destul de inaltd, maximul de
activitate al tulpinii de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se atinge in a doua zi de cultivare.

La unele microorganisme o parte considerabild de lipaze exocelulare sunt legate de peretele
celular, ce poate inhiba secretia lipazelor in mediul de culturd si micsorarea randamentului lipazelor
exocelulare. Includerea in mediul nutritiv a substantelor cu abilitdti de stimulare a eliberdrii lipazelor
legate de peretele celular, spre exemplu, surplusul de ioni ai unor metale, accelereaza secretia lipazelor in
mediul de culturd si favorizeaza procesul de sinteza a lipazelor exocelulare (Fogarty W.M. MukpoGubie
(bepmentst u 6uotexHomOrHs1. MockBa: Arpornpomuszar. 1986, p. 189-190).

In acest context un efect de stimulare a biosintezei lipazelor exocelulare poate asigura si includerea
in mediul nutritiv a anumitor compusi coordinativi ai unor metale, in special ai metalelor cu rol de
microelemente.

In ultimele decenii in scopul sporirii biosintezei enzimelor la micromicete intensiv se studiazi
compusii coordinativi ai elementelor 3d, din care unii s-au manifestat promitator in calitate de
biostimulatori ai biosintezei lipazelor. De exemplu, este cunoscuta utilizarea in calitate de biostimulator al
sintezei enzimelor lipolitice la tulpina Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 a compusului de cobalt:
bis(trietanolamin)-cobalt(IT)diizobutirat). Dezavantajul acestui complex constd in faptul ca sinteza
necesita utilizarea unui compus auxiliar mai putin accesibil ca 3,6-di-2-piridil-1,3,4,5,-tetrazina si efectul
biostimulator se manifestd mai mult in a doua si a treia zi de cultivare [3].

De asemenea se cunoaste ca utilizarea in mediul nutritiv a compusilor coordinativi ai
cobaltului(lll) - [Co(DH)2(An)2]2[ZnFe]-2H20 si  [Co(DH)2(An)2]2[TiFs] in calitate de biostimulatori
asigura cresterea capacititii biosintetice a micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 producatoare de
lipaze cu efect biostimulator din prima zi de cultivare [4].

Desi biostimulatorul este activ, el nu este stabil la péstrare si coroziv in raport cu sticla datorita
prezentei fluorului in anionul de hexafluorzirconat/titanat.
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Cea mai apropiata solutie de obiectul revendicat este procedeul de cultivare submersa a tulpinii
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, in care suspensia de spori, obtinuta prin spalare cu apa distilata sterila
a culturii crescute timp de 30 de zile pe suprafete inclinate de malt-agar, se inoculeaza intr-un mediu
nutritiv apos cu compozitia, g/L: faina de soia - 35,0, (NH4):SO4 - 1,0, KH2PO4 - 5,0, compusul
coordinativ CuGly,-H,0 - 0,010, utilizat in calitate de biostimulator al biosintezei lipazelor. Cultivarea se
realizeaza in conditii de agitare continud (200 rot/min), timp de 48 ore, la temperatura de 28°C [5].

Dezavantajul acestei solutii constd in faptul ca concentratia maximé admisibila de aplicare a
biostimulatorului CuGly,-H,O nu asigurad realizarea maximi a potentialului de biosinteza a lipazelor,
totodatd maximul de continut de lipaze in lichidul cultural se atinge in a doua zi de cultivare.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unui procedeu de cultivare
submersa a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu aplicarea unui compus coordinativ in
calitate de biostimulator al biosintezei lipazelor, care asigurd sporirea capacitatii biosintetice a tulpinii si
reducerea duratei de cultivare submersa cu 24 de ore.

Problema se rezolva prin procedeul de cultivare submersa a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD
03, producatoare de lipaze, care prevede obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 30 de
zile pe un mediu de malt-agar inclinat, inocularea suspensiei in cantitate de 5% v/v intr-un mediu nutritiv
apos ce contine, g/L: faina de soia - 35,0, (NH4)2SO4 - 1,0, KH2PO4 - 5,0, cu addugarea concomitentd a
0,005 g/L de [SrLs][COo(NCS)4, unde L este dimetilpiridin-2,6-dicarboxilat, si cultivarea la agitare
continud de 180-200 rot/min in decurs de 24 de ore la temperatura de 28-30°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd 1n sporirea biosintezei enzimelor lipolitice fatd de martor si
reducerea duratei de cultivare cu 24 de ore.

Rezultatele demonstreaza cd pe mediul cu biostimulatorul tetra(izotiocianat)cobaltat(ll) de
tris(dimetilpiridin-2,6-dicarboxilat)strontiu [SrLs][CO(NCS)4], utilizat in concentratic de 0,005, 0,010 si
0,015 g/L, sporirea activitatii lipolitice constituie 13,1-79,5% fata de martor (maxima de biosintezd a
lipazelor la cultivare in conditii clasice - 34167 U/mL fatd de 28413-61321 U/mL 1in variantele
experimentale), concentratia optima fiind de 0,005 g/L. S-a relevat inclusiv faptul cd activitatea
variantelor experimentale in prima zi de cultivare prezintd valori ale activitatii lipolitice superioare
nivelului maximal al probei de referintd (a 2-a zi). Cea mai favorabild concentratic a compusului
coordinativ este cea de 0,005 g/L, care asigura in prima zi de cultivare un spor al activitatii lipolitice cu
94,6% fatd de martorul din aceeasi zi si 79,5% fata de valoarea maxima relevata la proba martor in ziua a
2-a de cultivare, depasind analogul proxim cu 5,6% (61321 U/mL fata de 58068 U/mL).

Exemplu de realizare a inventiei

Procedeul de sinteza a biostimulatorului [SrL3][Co(NCS)4]

Clorura de strontiu cu masa de 0,16 g (0,001 mol), tiocianatul de cobalt trihidrat cu masa de 0,23 g
(0,001 mol) si tiocianatul de amoniu cu masa de 0,16 g (0,002 mol) au fost dizolvate in 10 mL metanol
(solutia 1). 2,6-piridindicarbonildiclorurd cu masa de 0,61 g (0,003 moli) s-a dizolvat in 12 mL metanol
(solutia 2). Solutia 1, la o agitare permanenta, se adauga la solutia 2, dupa care, solutia obtinuta de culoare
albastra-violetd a fost refluxata timp de 3 ore. Dupa refluxare, solutia obtinuta a fost filtrata si lasata la
temperatura camerei pentru cristalizare. Peste 24 de ore s-au format cristale de culoare albastra. S-au
obtinut 0,11 g de produs. Randamentul constituie 44%.

Gasit, %: C 38,68; H 2,89: Sr 9,13: Co 6,19: N 10,23.

Pentru C3;H27SrCoN701,S4

calculat, %: C 38,60; H 2,82; Sr 9,08; Co 6,11; N 10,17.

Procedeul de cultivare submersa a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

In prealabil se obtine suspensia de spori a tulpinii de fungi prin spalare cu api distilata sterild a
culturii de 30 zile, crescute pe suprafete inclinate de malg-agar. Mediul nutritiv se prepara prin dizolvare
intr-un volum nu prea mare de apa potabild a cantitatilor precantarite de saruri, urmata de dispersarea
minutioasa a fainii de soia, in raportul masic, g/L: faind de soia - 35,0; KH2PO, - 5,0; (NH4)2SO04 - 1,0.
Dupi care volumul de apa potabild se aduce pana la 1,0 L, pH-ul initial al mediului - 8,0. Tulpina de
fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se cultivd in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 0,75
L, care contin 0,2 L de mediu nutritiv. Mediul nutritiv se inoculeaza cu suspensie de spori si miceliu in
cantitate de 5% v/v. Solutia apoasid de biostimulator [SrLs][Co(NCS)s] cu o concentratie bine
determinata, reiegind din intervalul 0,0025-0,015 g/L, nemijlocit inainte de utilizare, se agita discret timp
de 2-5 minute pe baie de apa cu ultrasunet de tip DA-968 DADI, dupé care se adaugd la mediul nutritiv
concomitent cu materialul semincer. Cultivarea se realizeaza in conditii de agitare continua (200 rot/min),
timp de 24 ore, la temperatura de 28°C.

Activitatea lipolitica, determinata dupa gradul de hidroliza in alcool polivinilic a suspensiei de ulei
de masline pand la acid oleic dupa metoda titrimetrica Otto-lamad (Graceva .M., si al., 1982), in
variantele experimentale cu aplicarea compusului coordinativ [SrL3z][Co(NCS)4] a constituit 39233 U/mL
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la concentratia de 0,0025 g/L, 61321 U/mL la concentratia de 0,005 g/L, 38634 U/mL la concentratia de
0,010 g/L, si 28413 U/mL la concentratia de 0,015 g/L. Maxima biosintezei se manifesta in varianta cu
concentratia metalocomplexului de 0,005 g/L si constituie 61321 U/mL (Tabel).

Tabel
Influenta diferitor concentratii de stimulator ([SrLs][Co(NCS).]) asupra
activitatii lipolitice a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 la cultivarea submersa
Procedeul de Conc. de l-azi a2-azi
cultivare stimulator, | Activitatea, | %, de referinta* | Activitatea, | %, fatd de
g/L U/mL U/mL martor
0,0025 39233 124,5/114,8/ 40678 119,1
Revendicat 0,005 61321 194,6/179,5/105,6 | 35397 103,6
0,010 38634 122,6/113,1/ 33723 98,7
0,015 28413 90,2 27334 80,0
Martor (control) | - 31500 100,0 34167 100,0
Analogul proxim 58068 100,0

*194,6/179,5/105,6 - fata de martorul zilei/fatd de valoarea maxima a martorului (ziua a 2-a) /fata de
analogul proxim.

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Programei de Stat 2020-2023 a Rep. Moldova prin
proiectele 20.80009.5007.28 si 20.80009.5007.15 cu finantarea de catre ANCD.
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(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare submersa a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, producatoare de
lipaze, care prevede obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 30 de zile pe un mediu de
malt-agar inclinat, inocularea suspensiei in cantitate de 5% v/v intr-un mediu nutritiv apos ce contine,
g/L: faind de soia - 35,0, (NH4)2SO4 - 1,0, KH2POy4 - 5,0, cu addugarea concomitentd a 0,005 g/L de
[SrLs][Co(NCS)a, unde L este dimetilpiridin-2,6-dicarboxilat, si cultivarea la agitare continua de 180-200
rot/min in decurs de 24 de ore la temperatura de 28-30°C.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniiu, Republica Moldova




	Date Bibliografice
	Rezumat
	Descriere
	Referinţe bibliografice
	Revendicări

