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1

Inventia se referd la biotehnologie, in special
la o tulpind de fungi noi, care poate fi utilizata in
industriile microbiologica, alimentard, etero-
oleaginoasa si farmaceuticd, precum si in enologie
si la producerea furajelor.

Se propune o tulpind de fungi Aspergillus
niger, depozitati in Colectia Nationald de

10

2
Microorganisme Nepatogene a A.S.M. cu nr.
CNMN FD 10, in calitate de producdtor al
complexului enzimatic hidrolitic ce posedad activi-
tate celulozolitica si xilanazica.
Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in special la o tulpind de fungi noi, care poate fi utilizatd in
industriile microbiologicd, alimentard, eterooleaginoasd si farmaceutica, precum si in enologie si la
producerea furajelor.

Pentru obtinerea enzimelor celulozolitice, xilanazice sunt utilizate, in special, tulpinile fungice din
genul Aspergillus, Penicillium, Trichoderma — producdtoare activd a unui spectru larg de hidrolaze
exocelulare [1].

fn calitate de cea mai apropiati solutie putem mentiona tulpina Aspergillus flavus VKM F 3292 D,
care sintetizeazi un complex enzimatic cu actiune celulozolitic, xilanazici. In conditii standarde de
hidroliza (pH — 5,0; temperatura — 50°C) tulpina manifestd activitate enzimaticd ce constituie:
B-glucozidazicd — 25,0 u/g; celobiohidrolazicd — 22,8 u/g; endoglucanazica — 240,8 u/g;
xilanazica — 90 v/g [2].

Dezavantajul tulpinii mentionate constd in nivelul scdzut al activititii -glucozidazice si xilanazice,
ceea ce reduce domeniile de aplicare.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unei tulpini noi de fungi cu
complexul enzimatic hidrolitic ce poseda activitate celulozolitica si xilanazica.

Esenta inventiei o constituie tulpina de fungi Aspergillus niger CNMN FD 10 — producitoare de
enzime cu activitate celulozolitica si xilanazica.

Tulpina de fungi Aspergillus niger este depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene a A.S.M. sub nr. CNMN FD 10 in calitate de producitor al complexului enzimatic
hidrolitic ce poseda activitate celulozolitica si xilanazica.

Tulpina de fungi Aspergillus niger CNMN FD 10 la cultivarea pe medii nutritive ieftine, in baza de
deseuri ale industriei alimentare, sintetizeazd un complex de enzime celulozolitice: [-glucozidaze —
24..270 w/g; celobiohidrolaze — 12...15 w/g; endoglucanaze — 450...480 u/g si xilanaze — 2800...3200
u/g, ce posedd activitate P-glucozidazicd i xilanazicd inaltd, fapt ce permite aplicarea acestuia in
ramurile economiei nationale ce implicd hidroliza aril B-glucozidazelor si hemicelulozelor (xilani,
arabani etc.), si anume in enologie, industria eterooleaginoasa, farmaceutica, producerea sucurilor etc.

Rezultatul tehnic obtinut la implementarea inventiei constd in producerea unui complex enzimatic
hidrolitic cu un spectru larg de actiune (B - glucozidaze, xilanaze, celobiohidrolaze, endoglucanaze),
capabil sd realizeze hidroliza diverselor tipuri de materie prima vegetald pentru obtinerea produselor
alimentare, remediilor medicamentoase, furajelor.

Particularitdtile morfologo-culturale ale tulpinii Aspergillus niger

Creste bine pe diverse medii agarizate.

Pe mediul malt-agar formeaza colonii pufoase cu diametrul de 3,0 cm, abundent sporulate. Miceliul
de substrat este compact, alb, aderent la mediu. Conidioforii sunt incolori, veziculele sunt de culoare
cafenie-neagrd, conidiile cafenii-negre, sferice, riguroase. Exudatul lipseste. Se sesizeaza un miros tipic
de mucegai. Reversul este incolor.

Pe mediul Czapek cultura prezintd colonii netede de 1,0...1,5 cm, de culoare neagrd. Miceliul de
substrat este alb, aderent la mediu. Conidioforii sunt incolori, veziculele sunt globoase, de culoare
neagrd intensd. Conidiile sunt sferice, uneori slab alungite, riguroase. Exudatul lipseste. Se sesizeazd un
miros tipic de mucegai. Reversul este galben pal, partea centrald — de culoare galbend intensa.

La cultivarea pe mediul Reistrich coloniile sunt marunte (0,5...1,0 cm), initial albe, pufoase, mai
tarziu cafenii-negre, cu aspect paslos. Veziculele sunt sferice, cafenii-negre.

Particularitatile fiziologo-biochimice ale tulpinii Aspergillus niger: creste pe surse de azot organice,
amoniacale si pe bazi de azotati.

Chemoorganotrof. Creste in limitele de temperaturi 5...42°C. Temperatura optima de crestere a
miceliului este de 28...30°C. Cresterea la temperaturi mai inalte (+42°C) este mai slabd, urmata de
pierderea esentiald a activititii celulozolitice si xilanazice. Valoarea pH-ului optim pentru biosinteza
celulazelor si xilanazelor este cuprinsi intre 5,0...6,5.

Tulpina Aspergilius niger se caracterizeaza prin nivel inalt al activitatii celulozolitice i xilanazice,
precum si prezenta enzimelor satelit — amilazelor, proteazelor. Maximumul activititii enzimatice se
semnaleazd in a 8-a zi de cultivare submersd si constituie: celobiohidrolaze — 12...15 u/g; endo-
glucanaze — 450...480 v/g; B-glucozidaze — 240...270 u/g; xilanaze — 2800...3200 u/g.

La cultivarea submersd pe mediul mineral Getchinson ce contine ca inductori ai biosintezei
celulazelor diferite ingrediente naturale celulozocomponente (borhot de stecld, tirate de grau, tescovina
de mere) tulpina creste intens si produce activ enzime celulozolitice, xilanaze. Maximumul activitatii
enzimatice este semnalat la a 8-a zi de cultivare a producitorului.

Cultura se péstreazd pe coloane oblice de malt-agar sau Czapek la temperatura de 4...5°C. Termenul
de reinsdmantare: la fiecare 2 luni.

Reproducerea tulpinii se realizeazd pe mediul de péstrare sau alte medii utilizate in aceste scopuri.
Pasajele se efectueaza prin portiuni de miceliu cu conidii. Cultivarea se realizeazi in termostate la
temperatura de 30°C timp de 10...14 zile.
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Tulpina este cultivati submers in baloane Erlenmayer, pe agitatoare cu 180...200 rot.min™, timp de
7...9 zile, la temperatura de 28...30°C, pe mediul nutritiv cu urmétoarea compozitie (g/1): KH,PO, — 1,0;
NaNO; — 2,5; MgSO, - 7H,O - 0,3; KC1 - 0,1; CaCl, - 2H,0 - 0,1; FeCl; — 0,01; tarate de grau —
20,0; borhot de sfecld — 20,0; pH - 5,5...6,0.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Tulpina Aspergillus niger CNMN FD 10 a fost cultivatd in baloane Erlenmayer cu capacitatea de
0,751, in care erau 0,2 1 mediu nutritiv cu urmatoarea compozitie (g/1): KH,PO, — 1,0; NaNO; — 2,5;
MgSO, - TH,0 - 0,3; KCI - 0,1; CaCl, - 2H,0 - 0,1; FeCl; — 0,01; tarate de grau — 20,0; borhot de
sfecla — 20,0; pH — 6,0. Cultivarea s-a efectuat timp de 192 ore, la temperatura de 28°C, in conditii de
agitare continui (200 rot. min™).

Lichidul cultural a fost separat de biomasa prin filtrare. Preparatul enzimatic a fost obtinut prin
sedimentare cu alcool etilic rectificat in raport de 1:4 (lichid cultural: alcool). Activitatea celobiohidro-
lazicd, endoglucanazica, B-glucozidazicd si xilanazicd s-a determinat dupd cantitatea de zaharuri
reducitoare conform metodei Somogz-Helson dupd actiunea asupra substratelor specifice (hartie de
filtru, Na-carboximetilceluloza, n-nitrofenil B-D-glucopiranozid si xilan) si a constituit 12,8, 455.5,
251,8 si2980,2 u/g, corespunzitor.

Exemplul 2

Tulpina Aspergillus niger CNMN FD 10 a fost cultivatd in baloane Erlenmayer cu capacitatea de
0,751, in care erau 0,2 1 mediu nutritiv cu urméatoarea compozitie (g/1): KH,PO4 — 1,0; NaNO; — 2,5;
MgSO, - TH,0O - 0,3; KCI - 0,1; CaCl, - 2H,0 — 0,1; FeCl; — 0,01; tarate de grau — 20,0; borhot de
sfecld — 20,0; pH — 6,0. Cultivarea s-a efectuat timp de 192 ore, la temperatura de 28°C, in conditii de
agitare continua (200 rot.min™).

Preparatul enzimatic a fost obtinut analogic metodei descrise in exemplul 1. Activitatea
componentelor complexului enzimatic a constituit: celobiohidrolaze — 14,5 u/g, endoglucanaze - 478,7
u/g, B-glucozidaze — 266,4 v/g si xilanaze — 3180,3 u/g.

(57) Revendiciri:

Tulpind de fungi Aspergillus niger CNMN FD 10 - producatoare de enzime cu activitate
celulozolitica si xilanazica.
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