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(57) Rezumat:
1

Inventia s¢ referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de determinare a
activitafii dehidrogenazei in biomasd la
fermentare.

Procedeul, conform inventiei, prevede
introducerea in proba analizatd a solufiei de
glucozd si de clorurd de 2,3,5-trifeniltetrazoliu
(TTC), incubarea amestecului, extragerea
ulterioara cu alcool, determinarea
colorimetricd a densitdtii optice a solutiei
colorate de trifenilformazan formate in

2
rezultatul reactiei de dehidrogenare a TTC cu
calcularca ulterioard a activitatii

dehidrogenazei, totodatd, 1n componenta
amestecului supus analizei se introduce
scualena si solutie tampon de fosfat cu pH-ul
7,2, procesul de incubare avand loc in conditii
mezofile timp de 25...30 min cu agitare
ulterioara, iar calcularea activitatii
dehidrogenazei se efectueaza dupa formula.
Revendicdri: 2



(54) Process for determining the dehydrogenase activity in fermentation biomass

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for determining the
dehydrogenase activity in fermentation
biomass.

The process, according to the invention,
provides for the introduction into the analyzed
sample of the glucose and 2,3,5-triphenyl-
tetrazolium  chloride (TTC) solution,
incubation of the mixture followed by
extraction with alcohol, colorimetric
determination of the optical density of the
colored triphenyl-formazan solution obtained

2
as a result of TTC dehydrogenation reaction
followed by calculation of dehydrogenase
activity, at the same time into the composition
of the analyzed mixture is introduced squalene
and phosphate buffer solution with pH 7.2, the
incubation process is carried out in mesophilic
conditions for 25...30 min with subsequent
mixing, and the calculation of dehydrogenase
activity is carried out according to the formula.
Claims: 2

(54) Cnoco0 onpenesieHns AernapOreHa3Hoi aKTUBHOCTH B COpaknBaeMoil

omomacce

(57) Pedepar:

Hzobperenue OTHOCUTCS K
OMOTEXHOIIOTHH, @ WMEHHO K CI0co0y
OIIPE/ICTICHUS aKTHBHOCTH JCTHAPOICHA3hl B
cOpaXxuBaeMoH Oromacce.

Croco0, COITIacHO Hn300peTeHuIO,
IIpeLycMaTpHBAET BBE/ICHHC B
aHATH3UPYEMYIO IIPO0Y pacTBOpa ITIIOKO3HI H
XJIOPHCTOI'O 2,3,5-TpuheHUITETPAZ O
(TTX), uHKYOAIMI0O CMECH, IIOCIIETYIONIee
9KCTPAarHpPOBaHUE CITHPTOM, KOJIOpH-
METPHYECKOEC  ONPEACICHHE  ONTHYCCKOH
IUTOTHOCTH OKPAIICHHOTO pacTBopa
Tpuenunbopmaszana, ITOTY4EHHOTO B

2
pe3ylbTare peakimu aeruapupoanus TTX ¢
ITOCTIETYIOITHM pacduerom AKTUBHOCTH

JICTHAPOTEHA3bl, TIIPH  3TOM B  COCTaB
aHAIM3UPYEeMOM CMeCH BBOJMAT CKBAJICH U
tdocharturiit Oydepusiii pactBop ¢ pH 7,2,
LIPOIIECC HHKYOAITHH IPOBOJIAT B
Me30(DHIBHBIX YCHOBHAX B TeueHme 25...30
MHH C IOCIEIYIOINIHM [ePEMEIIUBAHIEM, a
pacder AKTUBHOCTH JIETHJIPOT €HA3bI
OCyIIeCTBIIAETCA 110 opMyiIe.
I1. popmyms: 2
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de determinare a
activitatii dehidrogenazei in biomasa la fermentare.

Inventia poate fi aplicatda pentru controlul expres al procesului de fermentare
anaerobd a materiei prime organice In tehnologia de biogaz si pentru dirijarea acestui
proces. Activitatea sumard a fermentilor dehidrogenezici reprezintd un indicator al
activitatii biologice generale in procesul de fermentare anaerobd, care caracterizeaza
activitatea microorganismelor insusi, determind viteza si profunzimea proceselor
biochimice din bioreactor.

Este cunoscut procedeul de control al procesului de fermentare anaerobd a materiei
prime organice, care constd In determinarea analiticd a materiei prime organice, care
include determinarea analiticd a indicatorilor de consum chimic al oxigenului (CCO)
si consum biochimic (CBO) al oxigenului in biomasa supusa fermentarii, pH-ului si a
temperaturii in bioreactor. Insd acest procedeu este indirect, nu permite evaluarea
cantitativa a activitdtii procesului de metanogeneza si, respectiv, controlul operativ al
formarii biogazului pe parcursul proceselor anaerobe de fermentare a biomasei [1].

Cel mai apropiat conform esentei tehnice si rezultatului scontat este procedeul de
determinare a activitatii dehidrogenazei, care include introducerea in proba analizatd
de biomasid supusd fermentdrii a solutiilor de glucoza si 2,3,5-trifenil-tetrazoliu
clorurat (TTC), incubarea amestecului in conditii de vid cu extragerea ulterioard cu
alcool si determinarea colorimetricd a densitatii optice a solutiei colorate de trifenil-
formazan (TFF) in calitate de produs al reactiei de dehidrogenare a TTC [2].

Dezavantajele acestui procedeu constau in durata mare a reactiei, volumul mare de
muncd i capacitatea inaltd de absorbtic a energiei, lipsa factorilor de stabilizare a
activitatii dehidrogenazei (extractele colorate se decoloreaza repede) si inconvenienta
determindrii si masurdrii activitatii dehidrogenazei in cazul unui numéar mare de probe
analizate, ceea ce il face nerentabil din punct de vedere economic. Totodata, procesul
de incubare, avand loc timp de 60 min, este indelungat.

Problema solufionatd prin prezenta inventiec constd in accelerarea, reducerea
volumului de munci a procesului de analizd si ieftinirea procedeului de efectuare a
analizei.

Procedeul de determinare a activitdtii dehidrogenazei in biomasd la fermentare
prevede introducerca in proba analizatd a solutiei de glucozd si de clorurd de 2,3,5-
trifeniltetrazoliu (TTC), incubarea amestecului in conditii de vid, extragerea ulterioard
cu alcool, determinarea colorimetricd a densitdtii optice a solutiei colorate de
trifenilformazan (TFF) formate in rezultatul reactiei de dehidrogenare a TTC cu
calcularea ulterioard a activitdtii dehidrogenazei, totodatd in componenta amestecului
supus analizei se introduce scualend, in cantitate de (5,0...5,5)10* % in raport cu
volumul amestecului analizat, si solutie tampon de fosfat cu pH-ul 7,2, totodata se
utilizeazd solutii de 0,2 M de glucozd si 2% TTC, procesul de incubare avand loc in
conditii mezofile la temperatura de 33+1°C timp de 25...30 min, cu agitarea ulterioard
prin scuturare timp de 5 min, iar calcularea activitafii dehidrogenazei se efectuecaza
conform formulei:

{ 1 s e —
Y ‘Borabi B}‘.}I““-Qﬂi sterisd ~ Prantred d w K w3 S
AD = w K+ 1.5,
.
N

unde
AT — activitatea dehidrogenazei, mg TFF/ml+h;

Pyegtis — valoarea absolutd a densitatii optice a probei analizate, media a 3

masurari;
I prokd sterdy — valoarea absolutd a densitatii optice a probei sterile;

B omreot — valoarea absoluta a densitatii optice a reactivilor fara proba;

{ — timpul incubarii, h;
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K — coeficient de corectie a densititii optice conform curbei de calibrare, mg

TFF/ml;
1,5 — raportul dintre volumul amestecului pentru extragere in probd si volumul

probei pentru calibrare.

Solutia tampon, utilizatd la realizarea procedeului, contine fosfat de sodiu
monosubstituit (NaH,PO,) — 68,4 g/L si disubstituit (Na,HPO,) — 31,6 g/L..

Rezultatul tehnic obtinut in urma realizarii inventiei propuse constd in accelerarea
procesului de incubare datorita prezentei in componenta amestecului a microadaosului
de scualend (2,6,10,15,19,23 — hexametiltetracoza — 2,6,10,14,18,22 — hexaen), care
reduce durata de adaptare a microorganismelor la noile substraturi si asigurd o
efectuare mai rapidd a reactiei de dehidrogenare a TTC si de formare a TFF. Utilizarea
unor concentratii mai mari de glucozd si TTC duce la accelerarca suplimentard a
reactiel tintd de dehidrogenare. Agitarea prin scuturare a amestecului dupd incubare il
omogenizeazd si imbundtiteste solubilitatea si extragerea TFF pentru determinarea
colorimetricd a densitdtii optice a probei. Dupd intensitatea colorarii se apreciazd
cantitatea de formazan, care este proportionala cu activitatea dehidrogenazei.

Rezultatul obtinut este conditionat de reducerea duratei de incubare a probelor
datorita utilizarii adaosului activant de scualend si majorarii concentratiei de TTC si
glucozd de 2 ori, stabilizarii activitatii dehidrogenazei prin utilizarea amestecului
tampon, Imbunatatirii extragerii TFF prin agitare §i economia energiei electrice la
incubarea probelor.

Exemplu de realizarea a inventiei

Determinarea activitatii dehidrogenazei a fost efectuatd in modul urmator. Au fost
preluate mostre din bioreactorul metanogen al gospodariei agricole ,,GARMA-GRUP,
SRL”, c. Farladeni, Hancesti. Componenta biomasei fermentate — 60% de borhot de la
distilarea alcoolului + 40% balegar.

Proba biomasei fermentate, cu volumul de 1 ml, a fost plasata intr-o eprubetd, s-au
adaugat 2 ml de solutie tampon fosfat cu pH=7,2, 1 ml de solutie 2% TTC, 1 ml1 0,2 M
de solutie de glucoza si scualend (5,0...5,5)10*% in raport cu volumul total de
amestec (5 ml) incubat, care este scuturat atent.

Apoi amestecul a fost vacuumat la un vid de 10...12 mm Hg si incubat la
temperatura de 33+1°C timp de o ord in termostat. Drept control au servit materia
primd (biomasa) fermentata sterilizatd si reactivii.

Dupd finalizarea incubdrii in eprubetd s-au addugat portionat cate 10 ml de alcool
etilic 96%, apoi a fost supusd agitarii prin scuturare timp de 5 min. Continutul
eprubetelor a fost apoi filtrat, iar solutia de TFF a fost analizatd la fotocolorimetru,
folosind chiuvete cu latimea de 5 mm si un filtru de lumina cu lungimea de unda de
540 nm. Cantitatea de trifenilformazan (in mg) a fost determinatd cu ajutorul curbei
standard. Pentru alcdtuirea curbei de calibrare a fost preparatd solutia standard de
formazan in alcool etilic (0,1 mg la 1 ml). Calculele s-au efectuat conform formulei.

Exemplu de calcul conform procedeului propus:
{Dprobd - Dprobd sterii - Doontro’
AD= = —— * K * 1,5%10,

+

unde AD — activitatea dehidrogenazei, mg TFF/10 ml/1 ora;

D probs — valoarea absolutd a densitdfii optice a probei analizate, media a 3
masurari;

D probasterita — Valoarea absolutd a densititii optice a probei sterile;

D conmol — Valoarea absolutd a densitatii optice a reactivilor fara proba;

t — timpul incubdrii, ore;

K — coeficientul de corectic a densitdtii optice conform curbei de calibrare, mg
TFF/ml;

1,5 — raportul dintre amestecul pentru extragere in probd (15 ml) si In proba
pentru calibrare (10 ml);

10 — recalcularea/corectia pentru 10 ml de biomasa analizata.

D probi = 0,26, 0,27, 0,29
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D probi sterilda = 0
D control = 0
t=0,5
K =0,641152899
{026~ 8-
AD; = T —— *0,641152899% 1.5%10 ~ 5,00 mg TFF/10 m/1 ora
AD, = = *0,641152899% 1,510~ 5,19 mg TFF/10 ml/1 ora
{829 8- 1)
AD; = — *0.641152899*% 1,510~ 5,58 mg TFF/10 ml/lora
AD medie =  (AD; + AD, + AD;)/3 = (5,00+5,19+5,58)/3 = 5,26 mg
TFF/10ml/1ore

Exemplu de calcul conform celei mai apropiate solutii
Calculele s-au efectuat conform formulei:

AD =

{Durobd - Dprobl sterils - Doownwwol}

* K * 1,3*%10,

unde: AD — activitatea dehidrogenazei, mg TFF/10 ml/1ora;

D jioba — valoarea absolutd a densitdtii optice a probei analizate, media a 3
masurari;

D proba steritz — Valoarea absolutd a densitétii optice a probei sterile;

D conrol — Valoarea absolutd a densitatii optice a reactivilor fard proba;

t — timpul incubarii, ore;

K — coeficent de corectie a densitatii optice conform curbei de calibrare, mg
TFF/ml,;

1,3 — raportul dintre amestecul pentru extragere in probd (13 ml) si in proba
pentru calibrare (10 ml);

10 — recalcularea/corectia pentru 10 ml de biomasa analizata.

D proba= 0,59; 0,56; 0,59

D probi sterilda = 0

D control = O

t=1,0

K =0,641152899
(BL50- B - &)

AD,; = T *0,641152899 * 1,3*10 ~ 4,92 mg TFF/10 ml/1ora
{056 0 -0}

ADy= ———— *0,0641152899 * 1,3*10 ~ 4,67 mg TFF/10 ml/lord
{8,59-8-0)

AD;= /% (0,641152899 * 1,3*10 ~ 4,92 mg TFF/10 ml/1ora

.G

AD medie = (AD; + AD; + AD5)/3 = (4,92+44,67+4,92)/3 = 4,84 mg TFF/10
ml/lora
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Rezultatele analizelor activitatii dehidrogenazei din biomasa fermentata sunt
prezentate in tabel.

Tabel
Date cantitative
Conditii Procedeul . .
Conform celei mai
conform apropiate solutii
inventiei pProp
Biomasa fermentatd (60% borhot de la 1 ml 1 ml
distilarea alcoolului + 40% bélegar)
Clorurd de 2,3,5- trifeniltetrazoliu (TTC), 1 ml 1 ml
1%
Concentratia de | 0,1 M - 1 ml
glucozi 02M 1 ml -
CaCO, - 10 mg
Solutie tampon de fosfat, pH=7,2 2 ml -
Alcool etilic, 96% 10 ml 10 ml
Scualena (2,6,10,15,19,23-
hexametiltetracoza -2,6,10,14,18,22- | 0,025 mg -
hexaen)
Timpul de incubare, min 30 55
Activitatea dehidrogenazei, mg TFF(10 ml) | 5,26 4,84

Rezultatele obtinute demonstreazd cd durata incubarii probelor analizate s-a redus
de 2 ori in comparatic cu conditiile analizei activitatii dehidrogenazei conform
procedeului cunoscut, ceea ce este condifionat de utilizarea adaosului biologic activ de
scualend, de majorarea concentratiilor de TTC si glucozd, precum si de utilizarca
solutiei tampon, ceea ce stabilizeaza activitatea dehidrogenazei, iar agitarea
suplimentard a amestecului dupd incubare majoreazd precizia analizei datoritd
imbunatatirii solubilitatii si a extractiei TFF 1n solutia hidroalcoolicd a amestecului
analizat. D¢ rand cu aceasta, accelerarea esentiald a procesului de efectuare a analizei
asigurd reducerea volumului de muncd, iar concomitent se reduce consumul de
energie datorita reducerii duratei de incubare a probelor in termostat.

Nu este mai putin importantd operativitatea tehnologicd a rezultatelor analizei care
este mai inaltd In comparatie cu conditiile de efectuare a lor in conformitate cu cea
mai apropiatd solutie — procedeul cunoscut, ceea ce permite o dirijare operativda a
procesului de obtinere a biogazului, de exemplu, prim introducerea adaosurilor
stimulante pentru intensificarea productiei de biogaz din biomasa si majorarea maxim
posibila a continutului de biometan.
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(57) Revendicari:

1. Procedeu de determinare a activitifii dehidrogenazei in biomasd la fermentare,
care prevede introducerea in proba analizatd a solutiei de glucozd si de clorurd de
2,3,5-trifeniltetrazoliu (TTC), incubarea amestecului in conditii de vid, extragerca
ulterioard cu alcool, determinarea colorimetricd a densitédtii optice a solutiei colorate
de trifenilformazan (TFF) formate in rezultatul reactiei de dehidrogenare a TTC cu
calcularea ulterioard a activitdtii dehidrogenazei, caracterizat prin aceea ci in
componenfa amestecului supus analizei se introduce scualend, in cantitate de
(5,0...5,5)10™ % in raport cu volumul amestecului analizat, si solutie tampon de fosfat
cu pH-ul 7,2, totodatd se utilizeaza solutii de 0,2 M de glucoza si 2% TTC, procesul
de incubare avand loc 1n conditii mezofile la temperatura de 33+£1°C timp de 25...30
min, cu agitarea ulterioara prin scuturare timp de 5 min, iar calcularea activitatii
dehidrogenazei se efectucaza conform formulei:

AT = T srobd seri®  Prontratd « K =

=

unde
AD — activitatea dehidrogenazei, mg TFF/ml-h;

.ﬁpﬂ}&g — valoarea absolutd a densitatii optice a probei analizate, media a 3
masurari;

n prald srzvijs — valoarea absolutd a densitatii optice a probei sterile;

B mrot — valoarea absolutd a densititii optice a reactivilor fird proba;

t — timpul incubdrii, h;

B — coeficient de corectic a densitatii optice conform curbei de calibrare, mg

TFF/ml;
1.5 — raportul dintre volumul amestecului pentru extragere in probd si volumul

probei pentru calibrare.

2. Procedeu, conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ci solutia tampon
contine fosfat de sodiu monosubstituit (NaH,PO,) — 68,4 g/L. si disubstituit
(Na,HPO,) - 31,6 g/L..
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brevete

& — document, care face parte din aceeasi familie de

P - document publicat inainte de data de L. — document citat cu alte scopuri

depozit, dar dupd data prioritatii invocate

Data finalizarii documentirii 2016.08.03

Examinator DUBASARU Nina
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