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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, in
particular la un mediu de cultivare a tulpinii de
fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN
FD 15 si poate fi utilizatd pentru obtinerea
preparatelor proteolitice cu largi aplicari in
medicing, industria farmaceutica.

Mediul nutritiv, conform inventiei, contine,
%: tarate de grau 2,0; fiind de soia 1,0;
CaCOs; 0,2. (NH.):SOs 0,1,  compusul

2
izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-
s-triazind)-mangan(ll) metanol solvat sau
diaqua-nitrato-(2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(Il) nitrat 0,0005...0,0010 si apa
potabila restul.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
sporirea activitatii proteazelor neutre cu
40,9...84,9 %.

Revendicari: 1



(54) Nutrient medium for cultivation of Trichoderma koningii Oudemans CNMN
FD 15 fungi strain - producer of neutral proteases

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a medium for cultivation of
Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD
15 fungi strain and can be used for producing
proteolytic drugs with a wide range of
applications in medicine, pharmaceutical
industry.

The nutrient medium, according to the
invention, comprises, %: wheat bran 2.0; soy
flour 1.0; CaCOs 0.2; (NH.).SOs 0.1; the

2

compound isobutyrato-chloro-methoxy-(2,4,6-
tris(2-pyridyl)-s-triazine)-manganese(Il)
methanol solvate or diaqua-nitrato-(2,4,6-tris-
(2-pyridyl)-s-triazine)-manganese(ll)  nitrate
0.0005...0.0010 and drinking water the rest.

The technical result of the invention
consists in increasing the activity of neutral
proteases by 40.9...84.9%.

Claims: 1

(54) IluraTesapHas cpeaa IJs KyJbTHBHPOBaHUs ITaMMa rpudos Trichoderma
koningii Oudemans CNMN FD 15 - npoayuenTa HeiiTpaJbHBIX IpoTEa3

??
(57) Pedepar:
1
Nzo0perenue OTHOCHTCS K
OMOTEXHONOTHH, B YACTHOCTH K cpeie s
KYJBTUBUPOBAHUSI nIraMma rpuba

Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD
15 u Moxker OBITH HCIONB30BAHO IS
MOJYYCHUST TPOTCONUTHICKHUX TPEIapaToB C
IIMPOKHUM CIIEKTPOM MPUMEHEHUS B MEUIIMHE,
(hapMareBTHIECKOM MPOMBIIUICHHOCTH.
ITuraTenbHas cpena, COTJIaCHO
M300pPETEHUIO, COMCPXKUT, %: MIICHUYHBIC
orpyou 2,0, coepyro myky 1,0, CaCOs; 0,2,

2

(NH)2SOs 0,1, coenuHenue wu300yTUparto-
XJIOpO-METOKCH-(2,4,6-Tpuc(2-mupuamn)-S-
Tpua3uH)-mapranna(ll) meranon conpBaT WM
nurakBa-HuTparo-(2,4,6-(2-nupuann)-s-
TpuasuH)-mapranna(Il) HUTpaT
0,0005...0,0010 u nuThEeBYIO BOAY OCTALHOE.

TexHUYecKUid  pe3ynbTaT  M300peTeHHs
COCTOMT B YCUIJIEHUH aKTUBHOCTH
HeHTpanbHBIX mpoTeas Ha 40,9...84,9%.

I1. popmynsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologii microbiene, in particular, la un mediu de cultivare a
tulpinii de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 si poate fi utilizata pentru
obtinerea preparatelor proteolitice cu largi aplicari in medicina, industria farmaceutica, producerea
detergentilor.

In tehnologia cultivarii tulpinilor fungice producatoare de enzime proteolitice, in scopul
sporirii biosintezei metabolitilor secundari se utilizeaza diverse tehnici, inclusiv: modificarea
componentei minerale a mediului de cultivare, selectarea inductorilor specifici ai sintezei
proteazelor (ingrediente naturale cu continut inalt de proteine — faina de fasole, faina de porumb,
tarate de grau etc.), si, in dependenta de particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii, diferiti
biostimulatori (I'pauesa 1. M. Texnonorus pepMeHTHBIX TpenapatoB. M., Arponpomusaat, 1975,
p. 325-327).

in calitate de cea mai apropiatd solutie s-a utilizat mediul nutritiv pentru cultivarea
submersa a tulpinii Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 cu urmatoarea compozitie, %:
tarate de grau 2,0, faina de soia 1,0, CaCO3 0,2, (NH4)2S0. 0,1, restul apa de robinet, pH-ul initial
al mediului 6,25 [1].

Dezavantajul mediului constd in faptul cd acesta nu asigura realizarea pe deplin a
potentialului biosintetic al tulpinii, asigurand obtinerea unor valori ale activitatii proteazelor neutre
de maximum 51,03 U/mL.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui mediu de cultivare
submersa a tulpinii de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMNFD 15, care sa asigure
sporirea biosintezei proteazelor neutre.

Esenta inventiei constd in aceea ca pentru cultivarea submersd a tulpinii de fungi
Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 se propune o varianta noud de mediu nutritiv care
suplimentar la componentele mediului cunoscut, in calitate de stimulator include unul dintre
compusii  coordinativi ai  Mn(I) izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(ll) metanol solvat cu formula [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH (compusul 1) sau
diaqua-nitrato-(2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina)-mangan(I1) nitrat cu formula
[Mn(NOs)(tpt)(H2.0)2](NOs) (compusul II), in urmétorul raport al componentelor, %: tarate de
grau — 2,0; faina de soia — 1,0; CaCOs — 0,2; (NH4):SOs — 0,1; compusul coordinativ
[Mn(is)(CI)(tpt)(CHzOH)]-CH30H sau [Mn(NOs)(tpt)(H20)2](NOs) - 0,0005....0,0010, restul apa
potabila, pH-ul initial al mediului - 6,25.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea activitatii proteazelor neutre cu 84,9% si
40,9%, in cazul compusului I si, respectiv, 1.

Efectul biostimulator pronuntat al compusilor coordinativi utilizati asupra proteazelor
neutre poate fi determinat de specificul structurii si activitatii ligandului 2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazind (tpt) in componenta compusilor 1 si II, care datoritd continutului sporit de atomi de azot
manifestd activitati antioxidante si catalitice.

Avantajele inventiei:

- cresterea activitatii proteazelor neutre;

- diversificarea preparatelor proteolitice dupa ponderea componentelor compexului enzimatic (in
special, obtinerea preparatelor imbogatite cu proteaze neutre), in functie de cerintele specifice ale
domeniului de aplicare.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 s-a cultivat in baloane
Erlenmeyer cu capacitatea de 0,75 L, care contineau 0,2 L mediu nutritiv cu urmétoarea
compozitie, %: tirdte de grau — 2,0; faina de soia — 1,0; CaCO; — 0,2; (NH4).SO4 — 0,1;
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH (I) — 0,0005-0,0015; restul apa de robinet; pH-ul initial al
mediului 6,25. Mediul nutritiv se insdmanteaza cu suspensie de spori $i miceliu in cantitate de 5%
v/v, obtinuta prin spalare cu apa distilata sterild a culturii de 12-14 zile, crescuta pe suprafete
inclinate de malt-agar. Cultivarea s-a realizat in conditii de agitare continud la 180 rot./min, timp
de 240 ore, la temperatura de 28°C.

Activitatea maxima a proteazelor in variantele optimizate de mediu, determinatd in
lichidul cultural prin metoda Anson dupa actiunea asupra cazeinatului de sodiu la pH-ul 7,4 s-a
inregistrat in ziua a 9-a de cultivare, in varianta cu concentratia compusului I de 0,0005%,
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constituind 94,39 U/mL fata de 51,03 U/mL 1in varianta control, ce depaseste proba de referintd cu
84,9%.

Tabel
Modificarea activitatii proteolitice a tulpinii de micromicete Trichoderma koningii Oudemans
CNMN FD 15 sub influenta compusilor | si Il

Comp. Prote_aze neutre (pH 7,4) _
coord. Conc.,, mg/L | a9zi a10zi
U/imL % U/mL %
5 94,39 184,9 61,38 440,9/120,3*
! 10 79,41 155,6 61,38 440,9/120,3
15 62,98 123,4 53,88 387,1/105,6
5 71,91 140,9 51,03 366,6/100,0
I 10 55,49 108,7 49,43 355,1/96,9
15 44,96 88,1 49,43 355,1/96,9
Martor - 51,03 100,0 13,92 100,0

*Calculele sunt efectuate in raport cu maxima de biosinteza a mediului martor - ziua a 9-a
de cultivare.

Procedeu de preparare a izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(ll) metanol solvat, [Mn(is)(Cl)(tpt)(CH3OH)]-CH3OH (I). S-a adaugat izobutiratul de
Mn(Il) (0,1 g, 0,43 mmoli), clorhidrat de 2-[bis(2-hidroxietil)amino]acetonitril (0,11 g, 0,61
mmoli) si 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazind (0,06 g, 0,19 mmoli) iIn 8§ ml metanol. Solutia
obtinutd a fost pusa la ultrasunet timp de 30 minute, filtratd si lasata intr-un flacon acoperit
timp de 4 zile. Cristalele de culoare cafenie, aciforme au fost filtrate si spalate cu metanol si
uscate in aer. S-a determinat, %: C-51,84; H-5,02; N-15,39. Pentru
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CH3sOH)]-CH3OH (1), C24H27CIMnNgO., s-a calculat, %: C-52,04; H-4,91;
N-15,17. Spectrul infrarosu: FT/IR (v, cm™1) (1): 3352 br/m, 3068m, 2963 br/m, 2929 m, 2861
w, 2560 w, 1651 sh, 1596 v/s, 1572 s, 1544s, 1531 v/s, 1434 s, 1426 v/s, 1376 v/s, 1299 v/s,
1259 s, 1161 w, 1092 s, 1047 m, 1006 m, 924 w, 858 w, 850 w, 771 m, 676 w, 667 w.

Exemplu de obtinere a diaqua-nitrato-(2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazind)-mangan(ll)
nitrat, [Mn(NOg3)(tpt)(H20)]J(NO3)  (II). S-a  adaugat pivalat de  Mn(ILII),
[MngO2((CH3)3CCO2)10((CH3)3CCO2H)4], (0,02 g, 0,01 mmoli), nitrat de disprosiu(lll) (0,04
g, 0,09 mmoli) si 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina (0,007 g, 0,022 mmoli) in 8 ml etanol. in
continuare, amestecul reactant se refluxeaza timp de 30 minute, utilizind un refrigerent
ascendent. Solutia obtinutd a fost filtratd si ldsatd intr-un flacon acoperit. La racire si
evaporare lenta in solutie se depun cristale de culoare cafenie, aciforme, care se filtreaza, se
spala cu etanol si se uscd in aer. S-a determinat, %: C-40,68; H-3,22; N-21,59. Pentru
[Mn(NO3)(tpt)(H20)2](NO3) (I1), C1sH16MnNgOs, s-a calculat, %: C-40,99; H-3,06; N-21,25.
Spectrul infrarosu: FT/IR (v, cm™) (I1): 3731 br/m, 3405 br/m, 3073 m, 2962 br/m, 2909 m,
2821 w, 1662 sh, 1572 v/s, 1545 s, 1532 v/s, 1474 s, 1428 v/s, 1388 v/s, 1377 v/s, 1294 s,
1260 m, 1159 w, 1103 s, 1035 m, 1021 m, 1005 m, 927 w, 859 w, 850 w, 778 m, 679 w, 667
w.

Activitatea proteazelor in variantele optimizate este superioard valorii maxime a
martorului si in ziua a 10-a de cultivare, constituind 61,38 U/mL fatd de 51,03 U/mL in varianta
martor, depasind proba de referinta cu 20,3%.

Exemplul 2

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 s-a cultivat in baloane
Erlenmeyer cu capacitatea de 0,5 L care contineau 0,1 L mediu, la temperatura de 30°C,
[Mn(NQ3)(tpt)(H20)2](NQ3) (1) - 0,0005...0,0015%, in restul conditiilor echivalente exemplului 1.

Activitatea maxima a proteazelor a fost determinatd similar exemplului 1 si s-a inregistrat

in lichidul cultural in ziua a 9-a de cultivare, in varianta cu concentratia compusului coordinativ
de 0,0005%, constituind 71,91 U/mL in comparatie cu 51,03 U/mL in varianta proxim, depasind
varianta proxim cu 40,9%.
Addugarea  compusilor coordinativi  izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazina)-mangan(ll) metanol solvat cu formula[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH (1) si diaqua-
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nitrato-(2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina)-mangan(lI1) nitrat cu formula [Mn(NO3)(tpt)(H20)2](NOs)
(1) in mediul nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi miceliali Trichoderma koningii Oudemans
CNMN FD 15 in concentratii de 0,0005% sporeste activitatea proteazelor neutre sintetizate de
tulpina cu 40,9... 84,9%.

Maxima biosintezei proteazelor neutre (pH 7,4) la micromiceta Trichoderma koningii
Oudemans CNMN FD 15 in variantele optimizate se manifestd in ziua a 9-a de cultivare si
coincide cu maxima in varianta martor. Activitatea proteazelor neutre (pH 7,4) determinata
similar, variaza in limitele 94,39...62,98 U/mL pentru compusul I si 71,91...55,49 U/mL pentru
compusul II in functie de concentratia aplicatd a compusului coordinativ cu manifestarea maximei
(94,39 U/mL, 71,91 U/mL) la concentratia de 0,0005% fatd de 51,03 U/mL 1n varianta martor,
sporul activitatii constituind 84,9...23,4% pentru compusul I si 40,9% pentru compusul II.

Compusii coordinativi izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(I1) metanol solvat cu formula [Mn(is)(CI)(tpt)(CH3OH)]-CHsOH si diaqua-nitrato-(2,4,6-
tris-(2-piridil)-s-triazind)-mangan(ll) nitrat cu formula cu [Mn(NOs)(tpt)(H.0)2](NOs), datorita
proprietatilor pe care le manifestd prezintd interes in calitate de biostimulatori ai proceselor de
enzimogeneza la cultivarea tulpinii de fungi miceliali Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD
15.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4285 B1 2014.05.31

(57) Revendicari:

Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN
FD 15, care contine tarate de grau, faind de soia, CaCOs (NH4)2SO4 si apd potabila, avand pH
initial al mediului 6,25, caracterizat prin aceea ca contine suplimentar compusul izobutirato-
cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind)-mangan(I1) metanol solvat cu formula
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH sau diaqua-nitrato-(2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina)-mangan(I1)
nitrat cu formula [Mn(NOs3)(tpt)(H20)2](NOs), in urmatorul raport, %:

tarate de grau 2,0

fiind de soia 1,0

CaCOs 0,2

(NH4)2S04 0,1
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CH3OH sau
[Mn(NOs)(tpt)(H20)2]1(NOs) 0,0005 - 0,0010
apa potabilad restul.
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