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(54) Procedeu de cultivare a tulpinii de fungi Trichoderma koningii CNMN-FD-15

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, si
anume la un procedeu de cultivare a tulpinii de
fungi Trichoderma koningii CNMN-FD-15.

Procedeul, conform inventiei, prevede
obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute
timp de 12...14 zile pe un mediu de malg-agar
inclinat, adaugarea 1in conditii sterile a
nanoparticulelor de ZnO cu dimensiunile de 29
nm in concentratiec de 0,005% cu agitare in
decurs de 1...2 min, inocularea suspensiei intr-

2
un mediu nutritiv in concentratie de 10% vol.
si cultivarea submersd la temperatura de
28...30°C cu agitare continua la 180...200
rot/min in decurs de 240 ore, totodata mediul
nutritiv contine, g/L: tarate de grau — 2,0, fiina
de soia — 1,0, CaCO;3;— 0,2 (NH,), SO, - 0,1
si apa potabila restul.
Revendicari: 1



(54) Process for cultivation of fungus strain Trichoderma koningii CNMN-FD-15

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for cultivation of
fungus strain Trichoderma koningii CNMN-
FD-15.

The process, according to the invention,
provides for the preparation of a strain spore
suspension grown for 12...14 days on a slope
agar medium, addition in sterile conditions of
ZnO nanoparticles of a size of 29 nm in a
concentration of 0.005% with stirring for 1...2

2
min, inoculation of the suspension into a
nutrient medium in a concentration of 10% vol.
and deep cultivation at a temperature of
28...30°C with continuous stirring at
180...200 rev/min for 240 hours, at the same
time the nutrient medium contains, g/L: wheat
bran — 2.0, soybean meal — 1.0, CaCO; — 0.2,
(NH,), SO, - 0.1 and drinking water the rest.
Claims: 1

(54) Cnocod kyapTHBHpOBaHHs mTamma rpuda Trichoderma koningii CNMN-

FD-15

(57) Pedepar:
1

Nzo0perenue OTHOCHUTCS K
OHMOTEXHONOTHH, a HWMEHHO K CIocody
KYJIbTHBUPOBaHHUS IraMma rpuba
Trichoderma koningii CNMN-FD-15.

Crioco0, COTJIaCHO n300peTeHuIo,

TIpelycMaTpUBAET IOyYEHHE CYCIICH3UHU CIIOp
mramMma BBIpalieHHOro B TeueHue 12...14
JIHEll Ha CKOIIEHHOW arapu3oBaHHOW Cpee,
no0aBjIeHHE B CTEPWIBHBIX  YCIIOBHSIX
Ha"ouactuy ZnO  pasmepom 29 HM B
koHneHTpauun 0,005% c nepememmBaHuEeM B

2
TeueHue 1...2 MUH, AHOKYJISIIUIO CYCIICH3VH B
MUTaTENbHYI0 cpeny B KoHueHTpauun 10% o0.
U  DIyOMHHOE  KYJIBTUBUPOBAaHHE  IIPU
temnepatype 28...30°C ¢ HempepbIBHBIM
nepememuBanueMm mpu 180...200 o0/MuH B
teyenne 240 yacoB, Mpu ATOM MUTATENIbHAS
cpela COACPXKUT, T/JI: MIICHUYHBIC OTPYOH —
2,0, coeByto myky — 1,0, CaCO;— 0,2 (NH,),
SO,— 0,1 v muThEBYIO BOY OCTAIBHOE.
I1. opmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de cultivare a tulpinii de
fungi Trichoderma koningii CNMN-FD-15.

Cultivarea submersd a tulpinii de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN-
FD-15 cu insusirea distinctiva de a sintetiza simultan toate trei tipuri de proteaze (acide,
neutre si alcaline), precum si amilaze — 1n calitate de enzime secundare, asigura
hidroliza spontana a polimerilor proteici §i a polizaharidelor amidonoase. Procedeul
poate fi utilizat pentru obtinerea proteazelor, cu potential de aplicare in procesele
tehnologice de prelucrare a materiei prime de diferitd provenienta, bogata in proteine si
polizaharide amidonoase (industria alimentarda, de pieldrie si blanuri, farmaceutica,
oenologie, in producerea berii si alcoolului, detergentilor s.a.).

in tehnologia de cultivare a tulpinilor fungice producitoare de enzime proteolitice,
in scopul sporirii biosintezei metabolitilor secundari se utilizeaza diverse proceduri,
inclusiv: modificarea componentei mediului de cultivare, selectarea inductorilor
specifici ai sintezei proteazelor (ingrediente naturale cu continut inalt de proteine),
aplicarea, in dependenta de particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii, a diferitor
agenti fizico-chimici cu efect stimulator — compusi coordinativi ai metalelor de
tranzitie, precum si a radiatiei electromagnetice in diapazon milimetric.

Se cunoaste mediul, ce contine borhot de sfecla, azotat de amoniu, dihidrofosfat de
potasiu, malt si tarate de grau [1].

Se cunoaste, de asemenea, mediul nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi, ce
contine:  fainda de  porumb, faind de soia, CaCO3, (NH,),SO,
[Co(DH),-(Thio),]F[PFs]-nH,O si apa, avand pH-ul 6,25 [2].

Recent s-a demonstrat eficacitatea nanocompozitelor in ameliorarea bioproceselor.
Insusirile nanomaterialelor se deosebesc principial de insusirile particulelor brute cu
aceeasi compozitie chimicd, prezentand efectiv o punte de legiturda intre materialele
brute si structurile atomice si moleculare. La scala nano proprietiti dependente de
marime sunt deseori observate, dimensiunea constituind un parametru-cheie ce
determina insusirile fizice si chimice ale nanoparticulelor [3, 4].

in calitate de cea mai apropiata solutie serveste procedeul de cultivare clasica a
tulpinii  Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 in culturd submersa cu
utilizarea mediului selectat anterior cu urmatoarea componenta (%): tarate de grau —
2,0, faina de soia — 1,0, CaCOs;— 0,2, (NH,),SO4— 0,1, apa potabila pana la 1L, pH 6,25
realizat in baloane Erlenmayer, pe agitatoare rotative (180...200 rot/min) la temperatura
de 28...30°C in decurs de 240 ore [5].

Dezavantajul acestui procedeu consta in faptul cd nu asigura realizarea pe deplin a
potentialului biosintetic al tulpinii, iar biosinteza enzimelor proteolitice nu atinge
valoarea maxima.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de
cultivare submersa a tulpinii de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15,
aplicarea caruia asigura sporirea biosintezei proteazelor acide si neutre, ce contribuie la
hidroliza mai profunda a substantelor proteice si la largirea sferei de aplicare practica a
preparatului.

Procedeul de cultivare a tulpinii de fungi Trichoderma koningii CNMN-FD-15
prevede obtinerea suspensiei de spori prin cultivarea acesteia pe un mediu de malt-agar
inclinat timp de 12...14 zile, adaugarea in conditii sterile a nanoparticulelor de ZnO cu
dimensiunile de 29 nm in concentratie de 0,005% cu agitare in decurs de 1...2 min,
inocularea suspensiei intr-un mediu nutritiv in cantitate de 10% vol. si cultivarea
submersa la temperatura de 28...30°C cu agitare continua la 180...200 rot/min in
decurs de 240 ore, totodata mediul nutritiv contine, g/L: tarate de grau — 2,0, faind de
soia — 1,0, CaCO3— 0,2, (NH,),SO,— 0,1 si apa potabild restul.

Rezultatul inventiei constd in sporirea nivelului de biosintezd a doua tipuri de
proteaze sintetizate de micromiceta Trichoderma koningii CNMN-FD-15: a proteazelor
acide cu 83,7...87,6% ( cca de 2x), a celor neutre cu 342,7...350,8% (de 4,4...4,5%),
precum si pastrarea activitatii proteazelor alcaline si amilazelor satelit la nivelul celei
mai apropiate solutii.
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Efectul biostimulator al nanoparticulelor se datoreaza insusirilor distincte unice in
dependentd de dimensiuni la scala nano, exprimate in vitezd mare de miscare,
capacitate exceptionala de penetrare a peretelui si membranelor celulare, suprafata
specifica mare la o unitate de masa ce sporeste capacitatea de adsorbtie, reactivitatea
chimica si potentialul catalitic, ce ofera o platforma deosebita in modelarea proceselor
de biosinteza a principiilor bioactive la fungii miceliali.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Suspensia de spori a culturii de Trichoderma koningii CNMN-FD-15, crescuta timp
de 12...14 zile pe suprafete oblice de malt-agar si pregatita prin spalarea cu apa distilata
sterild, se supune in conditii sterile tratdrii cu nanoparticule de oxid de zinc — nano ZnO
(29 nm) in cantitate de 0,005% cu agitare riguroasd timp de 1...2 min manual sau pe
agitator.

Ulterior, materialul semincer tratat, in concentratie de 10% V/V, se inoculeaza in
mediul nutritiv steril cu urmatoarea componenta (%): tarate de grau — 2,0, fdina de soia
— 1,0, CaCO; — 0,2, (NH,4),SO, — 0,1, apa potabild pana la 1 L, pH 6,25. Cultivarea
tulpinii se realizeaza in baloane Erlenmayer de 0,75 L cu 0,2 L mediu nutritiv, in
conditii de agitare continud, pe agitatoare rotative (180...200 rot/min) la temperatura de
28°C, durata cultivarii 240 ore.

Activitatea maxima a proteazelor acide (pH 3,6) si neutre (pH 7,4), determinata prin
metoda Anson dupd actiunea asupra cazeinatului de sodiu, in conditiile enuntate a fost
inregistratda la concentratia de 50 mg de nano-ZnO cu dimensiunile de 29 nm si
constituie 49,42 u/mL si, respectiv, 283,68 uw/mL, fiind cu 83,7% (cca 2x) si 442,7%
(4,4x) superioara variantei de control (26,90 u/mL si 64,08 u/mL) (vezi tabelul).

Tabel
Modificarea activitatii proteazelor acide si neutre la micromiceta Trichoderma
koningii Oudemans CNMN-FD-15 in functie de concentratia nano-ZnO (29 + 5 nm)

Variante Concentratia,% Proteaze acide Proteaze neutre
u/mL % u/mL %

0,001 30,34 112,8 76,83 119,9

Nano-ZnO* | 0,005 49,42 183,7 283,68 4427

(29 nm) 0,010 46,48 172,8 265,35 414,1

Cea mai | - 26,90 100 64,08 100

apropiata

solutie

*Sinteza sonochimica a nanoparticulelor ZnO/PVP.

Pentru efectuarea sintezei nanoparticulelor de ZnO/PVP in prealabil au fost pregatite
doua solutii: 0,44 g (0,02 mol) Zn (CH3COOH), -2H,0 dizolvate in 30 mL de metanol
si 0,08 g PVP Ms PVP = 8000 dizolvate in 20 mL de metanol, care apoi au fost
amestecate si agitate timp de 10 min cu ajutorul unui agitator magnetic. Dupa aceasta
amestecul a fost plasat intr-un pahar Erlenmayer cu condensator de reflux, apoi, prin
picurare, in amestec s-au introdus 10 mL de solutie (0,04 moli) de KOH in metanol.
Sinteza s-a efectuat la temperatura de 60°C timp de 14 ore sub influenta constantd a
ultrasunetului (38 kHz). Precipitatul alb, format in urma sintezei, a fost centrifugat la
2000 rot/min, spdlat repetat cu etanol si acetona, apoi uscat la temperatura de 100 °C.
Randamentul sintezei este de 66%.

Produsul obtinut a fost examinat prin diverse metode: difractia de raze X (DRX),
spectroscopia IR, analiza de absorbtie atomica.

Compozitia chimica a fost determinata prin analiza absorbtiei atomice

Pentru ZnO/PVP: Gasit, %: Zn — 79,75, O — 19,78, C — 0,32, N — 0,070, H — 0,049.

Calculat, %: Zn — 79,84, O — 19,65, C — 0,39, N — 0,075, H —
0,049.

Analiza de faza a pulberii de ZnO a fost efectuatd cu ajutorul difractometrului
DRON-UM (metoda © - 20, Fe-Ka - radiatia, A = 1,93604 A). Au fost observate
urmatoarele picuri de difractie pentru 2 ® = 40,19°, 43,64°, 46,05°, 60,80°, 73,04° si
81,90° ce corespund fazei hexagonale a nanoparticulelor de ZnO grupa spatiala P63mc,
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a =3249 A, ¢ = 5,206 A). Dimensiunile nanoparticulelor de ZnO calculate dupa
semildrgimea picurilor de difractie sunt de 29 + 5 nm.

in spectrele IR a fost observati o deplasare a benzii de absorbtie a grupului
carbonilic C = O de la 1645 cm™ pentru PVP pur la 1559,9 cm™ pentru sistemul
ZnO/PVP (Ms = 8000). Acest lucru poate fi rezultatul interactiunii dintre oxigenul
grupului carbonilic si ionii de zinc. De asemenea s-a observat o schimbare si pentru
banda 1341 cm™ responsabila pentru legitura N-C, care se deplaseaza spre lungimi de
unda mai scurte in ZnO/PVP (Ms = 8000). Picul ingust de absorbtie centrat la 1409 cm™
se referd la conexiunea C-H in PVP.

Activitatea proteazelor alcaline (pH 9,0) a constituit 60,4 u/mL; activitatea o-
amilazelor, determinatd dupa gradul de hidrolizd a amidonului a constituit 20,5 uv/mL
pentru amilazele acidulabile (pH 4,7) si 38,2 u/mL pentru cele acidstabile (pH 2,5),
aceste valori se inscriu in limitele nivelului celei mai apropiate solutii.

Exemplul 2

Tulpina Trichoderma koningii Oudemans CNMN-FD-15 a fost cultivata in baloane
Erlenmayer 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 proteazelor acide (pH 3,6) si neutre (pH 7,4), determinata
prin metoda Anson dupd actiunea asupra cazeinatului de sodiu, In conditiile enuntate
pentru 0,005% de nano-ZnO cu dimensiunile de 29 nm a constituit 52,90 u/mL si,
respectiv, 295,73 u/mL, ce este cu 87,6% (cca 2x) si 350,8% (4,5x) superioara
variantei celei mai apropiate solutii (28,2 u/mL si 65,6 u/mL).
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(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare a tulpinii de fungi Trichoderma koningii CNMN-FD-15, care
prevede obtinerea suspensiei de spori a tulpinii crescute timp de 12...14 zile pe un
mediu de malt-agar inclinat, adaugarea in conditii sterile a nanoparticulelor de ZnO cu
dimensiunile de 29 nm in concentratie de 0,005% cu agitare in decurs de 1...2 min,
inocularea suspensiei intr-un mediu nutritiv in concentratie de 10% vol. si cultivarea
submersa la temperatura de 28...30°C cu agitare continua la 180...200 rot/min in
decurs de 240 ore, totodata mediul nutritiv contine, g/L: tarate de grau — 2,0, faina de
soia — 1,0, CaCO3— 0,2, (NH,), SO4— 0,1 si apa potabila restul.
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