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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la biotehnologie, in
particular la un mediu nutritiv de cultivare a
tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-
FD-12 producdtor de proteaze, xilanaze si 3
—glucozidaze si poate fi utilizatd in industria
microbiologicd pentru obtinerea preparatelor
enzimatice hidrolitice complexe.

Mediul nutritiv, conform inventiei, contine
in % mas.: fidind de porumb 2,0, faind de soia
1,0, CaC0s30,2, (NH4)2SO4 0,1, in calitate de

2
biostimulator compusi coordinativi ai fierului
(1) [Fe(HzLY)(H20)2](NOs)s-1.5H,0]  sau
[Fe(H2L?)(H20)2](NO3)3-5H,0
0,0010...0,0015 si restul apa.
Revendicari: 1



(54) Nutrient medium for cultivation of Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 fungus

strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a nutrient medium for cultivation
of Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 fungus
strain producer of proteases, xylanases and j-
glucosidases and can be wused in the
microbiological  industry  for  producing
complex hydrolytic enzymatic drugs.

The nutrient medium, according to the
invention, comprises, in wt.%: corn flour 2.0,

2
soy flour 1.0, CaCOs 0.2, (NH4).S04 0.1, as a
biostimulant coordinative compounds of iron
(| I |) [Fe(Hle)(Hzo)z](N03)3-1.5H20] or
[Fe(H.L?)(H20).](NO3)3-5H.0
0.0010...0.0015% and the rest water.
Claims: 1

(54) [IuTaTeapHas cpeaa AJs KyJIbTHBHPOBaHMS IITaMMa rpuda Fusarium

gibbosum CNMN-FD-12

(57) Pedepar:
1

Nzo0perenue OTHOCHUTCS K
OMOTEXHOJNOTHH, B YaCTHOCTH K MUTATEILHON
cpene Ui KyIbTHBHPOBAaHHS IITaMMa IpHOa
Fusarium gibbosum CNMN-FD-12
NpOAyLIeHTa TMpoTea3, KcwiaHa3 u [ —
[JIFOKO3H/Ia3 ¥ MOXET OBITh HCIOJBb30BAHO B
MHUKPOOHOIOTHYECKOH MPOMBIIIIEHHOCTH TS
MONYyYEeHHsT KOMIUIEKCHBIX THIPOIUTHYECKUX
(epMEeHTHBIX Mpenaparos.

IMuraTenbHas cpena,
N300pETEeHNI0, COIEPIKUT, B Macc. %!

KyKypy3HyI0 MyKy 2,0, coeByto Myky 1,0,
CaCOs; 0,2, (NH.):SOs 0,1, B KauectBe
OHOCTUMYJISTOPA KOOPIUHAI[MOHHBIC

coriizaCHO

2
COEIMHEHUS xKernesa (I1D)
[FE(Hle)(HQO)z](N03)3-1.5H20] WA
[Fe(H.L?)(H20).](NO3)3-5H.0
0,0010...0,0015% u ocransHOE BOY.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la un mediu de cultivare a tulpinii de fungi
Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 producétoare de proteaze, xilanaze si B —glucozidaze si
poate fi utilizatda in industria microbiologicd pentru obfinerea preparatelor enzimatice
hidrolitice complexe, in medicind, industria farmaceutica, in producerea detergentilor,
precum si in cercetari stiintifice.

Pentru cultivarea tulpinilor fungice producitoare de enzime proteolitice se utilizeazd medii
care contin ca parte minerald diferite modificari ale mediului Czapek si inductori ai sintezei
proteazelor (ingrediente naturale cu continut inalt de proteine — faina de fasole, faina de
porumb, tarate de grau etc.) si, in dependentd de particularitatile fiziologo-biochimice ale
tulpinii, diferiti biostimulatori [1].

Sunt cunoscute doud variante de medii de cultivare a tulpinii de fungi Fusarium gibbosum
CNMN-FD-12, care contin, (%): fainda de porumb 2,0, faind de soia 1,0, CaCOs; 0,2,
(NH4)2SO4 — 0,1, unul dintre compusii coordinativi [Fe(HzL!)(H20)3](NOs)3-2H,O sau
[Fe(H2L?)(H20)3](NO3)s-2H,0, restul api, pH-ul initial al mediului fiind de 6,25 [2].

Mediul asigura sporirea biosintezei proteazelor acide si neutre.

In calitate de mediu proxim s-a utilizat mediul nutritiv pentru cultivarea submersa a
tulpinii Fusarium gibbosum CNMN- FD-12 cu urmatoarea componenta, (%): faina de porumb
2,0, faina de soia 1,0, CaCOs — 0,2, (NH4)2SO4 0,1, restul apa, pH-ul initial al mediului fiind
de 6,25 [3].

Dezavantajul mediilor mentionate consta in faptul ca la cultivarea tulpinii-producatoare pe
aceste medii nu se asigurd realizarea potentialului posibil de sintezd a proteazelor neutre —
componenta principala a complexului proteolitic sintetizat de tulpind si biosinteza enzimei nu
atinge valori maxime.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu nutritiv
pentru cultivarea submersa a tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12, utilizarea
caruia intensifica biosinteza proteazelor neutre, fapt ce permite extinderea sferei de aplicare a
complexului enzimatic.

Inventia solutioneaza problema prin aceea ca se propune un mediu nutritiv pentru cultivarea
tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12, care contine fiind de porumb, fiind de
soia, carbonat de calciu, sulfat de amoniu, compusi coordinativi ai fierului (III) si apa potabila
in urmatorul raport al componentelor, % mas.: faiina de porumb 2,0, faina de soia 1,0, carbonat
de calciu 0,2, sulfat de amoniu 0,1, azotat de (2,6-diacetilpiridina-bis-izonicotinoilhidrazona)-
bis-aqua)fier(I1l) — apa(1/1.5) (I) sau azotat de (2,6-diacetilpiridina-bis-nicotinoilhidrazona)-
bis-aqua)fier(I1l) — apa (1/5) (I1) 0,0010...0,0015, apa restul, avand un pH initial de 6,25.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in stimularea biosintezei proteazelor neutre,
componenta principala a complexului proteolitic sintetizat de tulpind, cu sporirea activitatii
acesteia si in posibilitatea reducerii, in functie de scop, a duratei de cultivare a tulpinii cu 24
ore.

Activitatea componentelor neproteolitice a complexului enzimatic (xilanaze,
B—glucozidaze) sintetizate de tulpina-producatoare Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 se
pastreaza la nivelul variantei martor.

Efectul biostimulator mai pronuntat asupra proteazelor neutre al compusilor coordinativi
propusi poate fi determinat de specificul structurii §i activitatii ligandului heterociclic (2,6-
diacetilpiridina) in componenta complecsilor I si II fatda de ligandul alifatic (2,3-butandiona) in
componenta complecsilor [Fe(H,L")(H20)3](NO3)s-2H,0 si [Fe(H2L™)(H20)s](NOs)s-2H.0
din mediile cunoscute.

Procedeele de sintezd a  compusilor coordinativi ai fierului(lll) - azotat de (2,6-
diacetilpiridina-bis-izonicotinoilhidrazona)-bis-aqua)fier(I11) - apa(1/1.5) D,
[Fe(H2LY)(H20)2](NOs)s-1,5H20 si azotat de (2,6-diacetilpiridina-bis-nicotinoilhidrazoni)-
bis-aqua)fier(111) — apa (1/5) (II), [Fe(H2L?)(H20)2](NOs)s-5H20.

[Fe(HzLY)(H20)2](NOs)3-1,5H.0*
Solutia obtinutd prin dizolvarea Fe(NOs)3-9H20 (0,2 g, 0,5 mmol) in 10 mL apa a fost
adaugatd la suspensia de baza Schiff - 2,6-diacetilpiridina bis(izonicotinoilhidrazond) (0,2 g,
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0,5 mmol) in 20 mL metanol. Amestecul a fost agitat continuu pané la dizolvarea completd a
agentului de coordinatie (bazei Schiff). Solutia a fost filtratd si refluxata timp de 2 ore, dupa
care aceasta a fost ldsatd la evaporare la temperatura camerei. in 4 zile s-au format cristale
cubice de culoare neagra. S-a obtinut 0,18 g de produs cristalin. Randamentul (1) calculat dupa
sarea metalului constituie 50,8%.

Analiza elementald pentru Co1H2sFeN1001450.

Calculat, %: C 35.36; H 3.53; N 19.64; Fe 7.83.

Gasit, %: € 35.28; H3.51; N 19.55; Fe 7.80.

Spectrul IR (v, cm™?): 3522 m*, 3151 s, 3117 s*, 3080 m, 2990 m, 2894 m, 2793 m, 2762
m, 2652 m, 2581 m, 2452 m, 2342 s, 1744 s, 1637 i*, 1612 m, 1584 s, 1567 m, 1548 m, 1535
s, 1498 m, 1409 i, 1379 s, 1365i, 1345 i, 1306 f.i*, 1291 f.i, 1273 i, 1207 m, 1186 m, 1170 m,
1161 i, 1094 m, 1080 m, 1059 m, 1050 m, 1043 m, 1034 m, 1019 s, 1004 s, 996 m, 913 m, 843
i,8271,7541,722s,713s,691 m, 684 i, 651 s, 569 s, 556 s, 534 5, 500 s, 487 s, 442 m.

[Fe(H2L?)(H20)2](NO3)3-5H.0**

Solutia de Fe(NOs)3-9H.0 (0,2 g, 0,5 mmol) dizolvat in 10 mL apa a fost adaugata la
suspensia de baza Schiff (2,6-diacetilpiridina bis(nicotinoilhidrazond)) (0,2 g, 0.5 mmol) in 20
mL metanol. Amestecul a fost agitat continuu pana la dizolvarea completa a agentului de
coordinatie (bazei Schiff), dupa ce solutia a fost filtrata, refluxatd 2 ore si ldsatd pentru
evaporare la temperatura camerei. In 4 zile s-au format cristale negre in forma de prisme
alungite cu masa de 0.23 g. Randamentul (n) calculat dupa sarea metalului constituie 61%.

Analiza elementald pentru Cz1HzsFeN10Oss.

Calculat, %: C 32.78; H4.32; N 18.20; Fe 7.26.

Gasit, %:  C 32.66; H4.76; N 18.15; Fe 7.14.

Spectrul IR (v, cm™): 3381 m*, 3193 m, 3124 m, 3085 m, 3063 m, 2988 m, 2750 m, 2650
m, 2420 s*, 2350 s, 2106 s, 2006 s, 1752 s, 1737 s, 1630 m, 1617s, 1595 s, 1566 m, 1533 i*,
1507 m, 1395 f.i*, 1380 f.i, 1357 f.i, 1313 f.i, 1272 s, 1212 s, 1165 i, 1148 m, 1108 m, 1075 s,
1056 i, 1039 i, 1020 m, 997 m, 978 s, 958 s, 920 m, 885 s, 874 5, 820 s, 773 s, 752 s, 731 i, 702
m, 689 s, 678 m, 664 s, 621 m, 565 m, 554 s, 533 i, 495 s, 445 i.

*- intensitatea apreciata calitativ: f.i — foarte intensiva; i — intensiva; m — medie; s —
slaba.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 s-a cultivat in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 0,75 L, care contineau 0,2 L mediu nutritiv cu urmatoarea compozitie, %: faina
de porumb 2,0; faind de soia 1,0; CaCOs 0,2;  (NH4)2SO04 0,1;
[Fe(HzLY)(H20)2](NOs)s-1,5H,0 (1) 0,0005...0,0015; restul apd de robinet; pH-ul initial al
mediului fiind de 6,25. Mediul nutritiv se insamanteaza cu suspensie de spori si miceliu in
cantitate de 5% v/v, obtinutd prin spédlare cu apa distilatd sterild a culturii de 12...14 zile,
crescutd pe suprafete inclinate de malt-agar. Cultivarea s-a realizat in conditii de agitare
continud (180 rot.-min.?), timp de 144 ore, la temperatura de 28°C.

Activitatea maxima a proteazelor in variantele optimizate de mediu, determinata in lichidul
cultural prin metoda Anson dupd actiunea asupra cazeinatului de sodiu la pH-ul 7, s-a
inregistrat in ziua a 6-a de cultivare a tulpinii-producatoare, in varianta cu concentratia
compusului coordinativ al Fe(l11) de 0,0010%, constituind 109,4 U-ml fatd de 33,6 U-ml? in
varianta proxima, ceea ce depaseste proba de referintd cu 225,6%.

La aceiasi concentratic a compusului [Fe(HzL)2(H20)2](NOs)s-1,5H,0 activitatea
proteazelor in varianta experiment constituie 58,5 U-ml* dupa 120 ore de cultivare (ziua a 5-a)
comparativ cu 33,6 U-ml? in varianta proxima in ziua de biosintezi maximi (ziua a 6-a),
depasind proba de referintd cu 74,1%, ceea ce face posibil, la preferinta, reducerea ciclului de
cultivare cu 24 ore.

Exemplul 2

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 s-a cultivat in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 0,5 L care contineau 0,1 L mediu, la temperatura de 30°C,
[Fe(H2L?)(H20)2](NO3)3-5H,0 (1), cu restul conditiilor echivalente exemplului 1.

Activitatea maxima a proteazelor inregistratd in lichidul cultural al tulpinii-producatoare,
in ziua a 6-a de cultivare, determinata la pH-ul 7,4, in varianta cu concentratia compusului
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coordinativ de 0,0010%, a constituit 95,9 U-ml? in comparatie cu 33,6 U-ml? in varianta

proxim (ziua a 6-a de cultivare), depasind proba de referinta cu 185,4%.

La reducerea duratei de cultivare cu 24 ore (a 5-a zi de cultivare), activitatea proteazelor in
varianta optimizata constituie 94,6 U-ml? (concentratia 0,0015%), depasind nivelul mediului
5  proxim (33,6 U-ml?) in ziua a 6-a, cu 181,5% (vezi Tabelul).

Mediul conform inventiei, Concen- Activitatea proteolitica (pH 7,4-;-abel
compusul coordinativ tratia Zivaa5-a Ziuva a 6-a

(CC) CC % U/ml % u/ml %
0,0005 43,5 172,6 92,9 276,5
EIF)G(HZLl)(HZO)Z](NO3)3'1'5H20 0,0010 58,5 232,1 109,4 3256
0,0015 46,4 184,1 52,5 156,3
0,0005 52,5 208,3 79,4 263,3
Eﬁ‘;""z'-z)("'zo)ﬂ(NO3)3'5H20 0,0010 58,5 232,1 95,9 285,4
0,0015 94,6 3754 55,5 165,2

Mediul proxim - 25,2 100 33,60 100

(Calculele sunt efectuate in raport cu maximul de biosinteza a mediului proxim - ziua a VI-

a de cultivare)
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(57) Revendicari:

Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12, care
contine faind de porumb, fiind de soia, carbonat de calciu, sulfat de amoniu, compusi
coordinativi ai fierului (III) si apa potabila in urmatorul raport al componentelor, % mas.:

faina de porumb
faina de soia

2,0

1,0

carbonat de calciu 0,2

sulfat de amoniu

0,1

azotat de (2,6-diacetilpiridina-bis-izonicotinoilhidrazona)-bis-aqua)fier(I11) — apa(1/1.5) sau

azotat de (2,6-diacetilpiridina-bis-nicotinoilhidrazona)-bis-aqua)fier(I11) — apa (1/5)
0,0010...0,0015

apa restul, avand un pH initial de 6,25.
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