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Inventia se refex la biotehnologie, in particular, la un mediu ddticare submers a tulpinii de fungi Fusarium
gibbosum CNMN-FD-12- produdtor al unui complex enzimatic hidrolitic cu actafié proteolitia, xilanazié si
B-glucozidazi@ ce realizeax hidroliza concomiterta proteinelorsi polizaharidelor din componemtesuturilor
vegetalesi poate fi utilizat in industria microbiologit pentru olinerea preparatelor enzimatice hidrolitice
complexe cu largi utiliri Tn industria alimentd; si anume la prelucrareaamii si a produselor lactate, la
producerea berii, sucurilaii conservelor din fructai legume, la prepararea furajelor concentrate, (pregi in
farmaceutié si medicir.

pentru cultivarea tulpinilor fungice proditoare de enzime proteolitice se utilizéamedii, care cofin ca parte
minerak diferite modificri ale mediului Czapeki inductori ai sintezei proteazelor (ingredientéunale cu cotinut
Tnalt de proteine- faina de fasole, find de porumb, d&r&e de gréu etc.}i, in dependefi de particulariitile
fiziologo-biochimice ale tulpinii, difeti biostimulatori [1].

Tn calitate de cea mai apropiatoluie se considérmediul nutritiv pentru cultivarea submera tulpinii Fusarium
gibbosum CNMN-FD-12 cu compongmminerati semnificativ simplificat, (%): faind de porumb- 2,0; fiina de
soia— 1,0; CaCO3- 0,2; (NH4)2S04- 0,1; restul ap de robinet, pH-ul inial al mediului- 6,25 [2].

Dezavantajul constin faptul @& mediul nu asigur realizarea pe deplin a potedului biosintetic al tulpiniisi
biosinteza enzimelor proteolitice nu atinge valearexin.

Problema tehnic pe care o rezolvprezenta invegie consd in elaborarea unui mediu nutritiv pentru cultivare
submers a tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-1@tilizarea d@ruia asiguii sporirea activittii
proteazelor neutre.

Esena inveniei const Tn aceeazpentru cultivarea submera tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12
se propune o variahtnowa de mediu nutritiv care suplimentar la componentakdiului proxim, in calitate de
stimulator include compusul coordinativ al Co(llgu dioxime si anioni fluorurai F- si [PF6]- -
[Co(DH)2- (Thio)2]F[PF6]-nH20 1n uritorul raport cantitativ al elementelor, % de ma&ina de porumb- 2,0;
faina de soia- 1,0; CaCO3- 0,2; (NH4)2S04- 0,1; [Co(DH)2- (Thio)2]F[PF6]- nH20- 0,0010..0,0015, restul &p
de robinet, pH-ul inial al mediului fiind de 6,25.

Rezultatul tehnic al inveiei consti in reducerea duratei de cultivare a tulpinii degiu-Fusarium gibbosum CNMN-
FD-12 cu 24 orei sporirea biosintezei proteazelor neutre cu 56,3,92% f& de cea mai apropiasoluie, cu
pastrarea nivelului de activitate a celorlalte comguie enzimatice ale complexului (proteaze acidenaee,(3-
glucozidaze) sintetizat de tulpina-prodtar.

Efectul biostimulator al compior coordinativi se datoreazproprietitilor oligoelementului Co(lll)si altor grupe
active de substaa din compone@a compusului coordinativ de a se implica activ @ordonaressi destisurarea
reagiilor metabolice in celal

Exemple de realizare a inugsi

Exemplul 1

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 a fost cultivén baloane Erlenmayer cu capacitatea de 0,75ré¢ ca
conineau 0,2 | mediu nutritiv cu uritoarea compotie, % de mas fiina de porumb- 2,0; inid de soia- 1,0;
CaCO03- 0,2; (NH4)2504- 0,1; [Co(DH)2- (Thio)2]- F[PF6]-nH2© 0,0015; restul apde robinet; pH-ul inial al
mediului 6,25. Mediul nutritiv se Tamarteaz cu suspensie de spgrimiceliu Tn cantitate de 5% v/v, pbuti prin
spilare cu ap distilati steriti a culturii de 12.14 zile, crescut pe suprafge inclinate de mahkgar. Cultivarea s-a
realizat in condii de agitare contiri (180 rot/min), timp de 120 ore, la temperatur@8eC.

activitatea proteazelor neutre (pH-ul 7,4) ale omgicetei in variantele optimizate ale mediului,edgtinati in
lichidul cultural prin metoda Anson daigiunea asupra cazeinatului de sodiu, s-a Tnregigtraiua a V-a de
cultivare a tulpinii, variind in limitele 45,0253,13 U/ml in funge de concentt@ aplicai a compusului
coordinativ, cu manifestarea maxinla concentrga de 0,0015%, comparativ cu 33,43 U/ml (ziua aaVile
cultivare — ziua manifegirii maximului de biosintez a tulpinii pe mediul din cadrul celei mai apropiatoluii),
sporul activisitii constituind 58,92% (vezi tabelul). Activitatgiglucozidazelorsi xilanazelor, determinatprin
dozarea canttii de zaharuri redudoare eliberate la @onea asupra substraturilor specifieen-nitrofenil B-D-
glucopiranozidi xilan din mesteam, a constituit 2,29 U/myi, respectiv, 10,06 U/ml, ce prezimivelul variantei
martor.

Tabel

Modificarea activittii proteazelor neutre la cultivarea micromicetes&tuum gibbosum CNMN-FD-12 in prezan
compusului coordinativ al cobaltului (Ill) cu anioituorurai (cultivarea in baloane Erlenmayer cu capacitatea
0,751, cu 0,2 | mediu nutritiv, 280C)

Compusul coordinativ Concen-trda - Activitatea proteolitia -
(CO) cC % Ziua a V-a Ziua a Vl-a
U/ml % f/m z/6 U/ml % f/m z/6
0,0005 46,34 138,62 31,61 94,55
. 0,0010 47,67 142,59 39,55 118,31
[Co(DH)2: (thio)2]F[PF6]- nH20 0,0015 53,13 158,92 40,72 121,80
0,0020 45,02 134,67 37,07 110,90
Mediul proxim - 25,10 100 33,43 100
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Calculele sunt efectuate in raport cu maximumubidsintez al mediului proxim- ziua a VI-a de cultivare.
Exemplul 2

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12 a fost cultivin baloane Erlenmayer cu capacitatea de 0,5 | care
cortineau 0,1 | mediu, la temperatura de 30°C, inaastliiile sunt echivalente exemplului 1.

activitatea maxirh a proteazelor neutre s-a inregistrat in lichidultural al produgtorului in ziua a V-a de
cultivare, constituind 52,97 U/ml in compgeacu 33,87 U/ml in varianta proxim (ziua a Vl-a deltivare),
depisind varianta proxim cu 56,36% .

* Sinteza [Co(DH)2(Thio)2]2F[PF6]. La 0,17 g (0,0610l de CoF2-4H20 dizolyidéin 15 ml ajg se adauy0,23 g
(0,002 mol) dimetilglioxim (dizolvag in 20 ml metanol), 0,15 g (0,002 mol) tiocarbaingd0,18 g (0,001 mol)
KPF6 (dizolvate in 15 ml amestec CH30H:H20). Amest®hinut se fierbe ~10 min, dépare se filtreazsi se
lasi pentru evaporare lenfa temperatura camerei. Din spduse sedimenteazcristale cu forra piramida de
culoare vginie. Randamentul: ~45%. Substaeste solubilin ag, alcool metilic, etilic, dimetilformamid

Gasit, %: Co 11.08; C 22.73; H 4.21; N 21.32

Pentru C20H44Co02F7N1608S4P

Calculat, %: Co 11.26; C 22.95; H 4.24; N 21.41

Tn spectrul UV-Vis al complexului sunt prezente ddnenzi. Prima- la 235 nm este atribgitransferuluirer®* in
cadrul grugrii Co(DioxH)2, iar a doua la 336 nm este caracterigtimoleculelor de tiocarbamictoordinate.
Prezema benzilor de absofie v(O-H---0)=1771,v(C=N)=1537, v(NO)ioniz.=1232 si 1092, y(OH)=985,
0(CNO)=740, vas(Co-N)=515si vs(Co-N)=434 cm-1 in spectrul IR indida coordinarea dioximei la atomul
central. Frecvegele vas(NH)=3303,vs(NH)=3215,8NH2)=1628, {(CN)+v(CS)+6(HNC)]=1058 cm-1 indig la
prezena tiocarbamidei coordinate. Benzile la 556836 cm-1 pot fi atribuite anionului hexafluorofas



