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(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de obtinere a unui
preparat  enzimatic cu  activitate = 3-
glucozidazica.

Procedeul, conform inventici, prevede
insdmantarea suspensiei de spori ai tulpinii
Aspergillus niger CNMN-FD-10 in cantitate de
5,0% vol. pe un mediu de culturd cu urmatorul
raport al componentelor, g/L: borhot de sfecld
— 25,0, tarate de grau — 20,0, NaNO; — 3,0,
KH,PO, - 1,0, KC1 - 0,1, CaCl, - 2H,0 - 0,1,

2
MgSO, - THO - 0,3 siapa pand la 1,0 L, laun
pH 55...6,0 si cultivarea submersda la
temperatura de 28...30 °C cu agitare continud,
in decurs de 7 zile, apoi lichidul de culturd se
separd de biomasd, se aciduleazd pand la
valoarea pH 3,0, se trateaza cu alcool etilic
rectificat racit pand la temperatura de -10...-
12°C, 1in raport de respectiv 1:2, dupa care se
separd preparatul enzimatic prin centrifugare.
Revendicari: 1



(54) Process for producing an enzymatic preparation with p-glucosidase activity

(57) Abstract:

1

The invention relates to biotechnology,
namely to a process for producing an
enzymatic preparation with [-glucosidase
activity.

The process, according to the invention,
provides seeding of the Aspergillus niger
CNMN-FD-10 strain spore suspension in an
amount of 5.0 vol. %. on a culture medium
with the following component ratio, g/L: beet
pulp 25.0, wheat bran 20.0, NaNO; - 3.0,
KH,PO, - 1.0, KC1 - 0.1, Ca(Cl, - 2H,0 - 0.1,

2
MgSO, - 7TH,O — 0.3 and water up to 1.0 L, at
a pH 5.5...6.0 and submerged cultivation at a
temperature of 28...30°C with continuous
stirring, for 7 days, then the culture liquid is
separated from the biomass, acidified to pH
value 3.0, treated with rectified ethyl alcohol
cooled to a temperature of -10...-12°C, in a
ratio of respectively 1:2, then the enzymatic
preparation is separated by centrifugation.
Claims: 1

(54) Cnioco0 mosryyenusi pepMEHTHOr0 nmpenapara ¢ S-rJIK03uaa3Hoi

AKTUBHOCTHIO

(57) Pegepar:

Hzobperenue OTHOCHTCS K
OMOTEXHOIOTHH, a WMEHHO K CIIOCOO0y
IONYyYeHHUsI (EPMEHTHOTO mpemapara ¢ f3-
[VIIOKO3WIa3HOH aKTHBHOCTBIO.

Croco0, COITIaCHO H300pETEHUIO,
IIPELyCMaTPUBAET ITOCEB CYCIICH3HM INTaMMa
Aspergillus niger CNMN-FD-10 B xonmnaecTse
5,0% 00. Ha THTATEIFHYI0 CPEAy CO
CIIETYIONINM  COOTHOIIICHHEM KOMITOHEHTOB,
I/1: CBEKIOBUYHBIH koM — 25,0, MIICHHYHBIC
orpyou — 20,0, NaNO; — 3,0, KH,PO, — 1,0,
KCl - 0,1, CaCl, - 2H,0 - 0,1, MgSO, - TH,O

0,3 u Boma 1o 1,0 1, mpu pH 5,5...6,0 u

2
TITYOHHHOE KYJIbTUBUPOBAHHE mpu
temrrepatype  28...30°C ¢ HempepBHIBHBIM
IICPEMETITUBAHUEM, B TCUCHHE 7 JHEU, 3aTeM
KyIbTypalbHas JKIJKOCTh OTAEIACTCI  OT
Oomomaccel, moakucmgeTca g0 pH 3,0,
0o0pabaThIBaeTCA STHIIOBBIM
PEKTH(QUKOBAHHBEIM CITHPTOM  OXJIAKJICHHBIM
Jo Temrrepatypsl -10...-12°C, B cooTHONICHUH

1:2,  COOTBETCTBEHHO, ocie  49ero
(hepMeHTHBIIH mpemapar OTJIeIACTCS
MEHTPH(QYTHPOBAHIEM.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de obtinere a unui preparat
enzimatic cu activitate 3-glucozidazica.

Preparatul enzimatic hidrolitic obtinut din tulpina de micromicete Aspergillus niger
CNMN-FD-10 contine in calitate de componentd de bazd enzima B-glucozidazd cu
activitate inaltd de scindare a legdturii B-glucozidice din aril B-D-glucozide si din
dizaharide, in principal din celobiozd, si poate fi utilizat in oenologie, pentru amplificarea
aromei de soi a vinurilor de calitate, de asemenea in industriile eterooleaginoasd,
farmaceuticd, cosmeticd, de fabricare a sucurilor, alte ramuri industriale, pentru eliberarea
substantelor aromatice care se gdsesc In materia primd vegetald (struguri, pomusoare,
biomasa de plante eterooleaginoase, sucuri etc.) in stare legatd in forma de glucozide.

Continutul redus al componentelor enzimatice satelite (celobiohidrolaze,
endoglucanaze, xilanaze) nu diminueazd valoarea practicd a preparatului, astfel asigurd
hidroliza polizaharidelor structurale ale peretelui celular al materiei vegetale, contribuid la
cresterea randamentului produsului final, favorizand activitatea 3-glucozidazelor.

Se stie ca tulpinile de micromicete din genurile Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Aspergilus sunt principalii producatori de hidrolaze exocelulare, inclusiv celulaze si
xilanaze, la nivel industrial.

De asemenea este bine cunoscut ¢ nu toate microorganismele producitoare de enzime
celulozolitice au capacitatea de a produce si -glucozidaze — componentd a complexului
celulazic, spre exemplu unele tulpini din genul Trichoderma — cunoscute ca producdtoare
de celulaze, fapt ce diminueaza valoarea lor industriala [1].

La numarul producdtorilor activi de 3-glucozidaze pot fi raportate speciile genului
Aspergillus, in particular tulpina Aspergillus niger CNMN-FD-10, procedeul care prevede
cultivarea submersd pe un mediu cu urmatoarea compozitie (g/L): borhot de sfecla — 20,
tardte de grau -20, NaNO; — 2,5, KH,PO, — 1,0, KC1 - 0,1, CaCl, -2H,O - 0.1,
MgSO4-7H,O — 0,3, apd pand la 1L, pH-ul initial 6,0, durata cultivarii de 8 zile, si
sedimentarea complexului enzimatic in conditii clasice (pH-ul nativ al lichidului cultural
7,5...8,0 siraportul V/V al lichidului cultural : alcool etilic (LC:AE) 1:4), asigura obtinerea
preparatului enzimatic ce contine 4 componente: celobiohidrolaze - 12..15 /g,
endoglucanaze — 450...480 u/g, xilanaze — 2800...3200 u/g, 3-glucozidaze — 240...270 u/g
(2].

Dezavantajul celei mai apropiate solutii constd in faptul cd in conditiile mentionate
tulpina nu realizeaza la maximum capacitatea de biosintezd a 3-glucozidazelor.

Problema pe care o solutioneaza inventia propusd constd in crearea conditiilor pentru
intensificarea bioseintezei 3-glucozidazelor de tulpina Aspergillus niger CNMN FD 10 prin
elaborarea a noi regimuri de cultivare dirijata si selectarea conditiilor favorabile de
sedimentare a complexului enzimatic din lichidul cultural, orientate spre péstrarea
nivelului inalt al activitatii 3-glucozidazelor.

Procedeul de obtinere a unui preparat enzimatic cu activitate -glucozidazicd prevede
insdmantarea suspensiei de spori de (2,5...3,0) x (10°...10") spori/mL ai tulpinii Aspergillus
niger CNMN-FD-10 1n cantitate de 5,0% vol. pe un mediu de culturd cu urmatorul raport al
componentelor, g/L: borhot de sfecla — 25,0, tarate de grau — 20,0, NaNO; — 3,0, KH,PO,
- 1,0, KC1 - 0,1, CaCl, - 2H,0 - 0,1, MgSQ, - 7TH,O — 0,3 si apd pand la 1,0 L, la un pH
5,5...6,0 si cultivarea submersd la temperatura de 28...30 °C cu agitare continud, in decurs
de 7 zile, apoi lichidul de culturd se separd de biomasd, se aciduleaza pand la valoarea pH
3,0, se trateaza cu alcool etilic rectificat racit pand la temperatura de -10...-12°C, in raport
de respectiv 1:2, dupd care se separd preparatul enzimatic prin centrifugare.

Rezultatul constd in obtinerea preparatului enzimatic partial purificat, cu nivel inalt al
activitatii B-glucozidazelor, de cel putin 1525 u/g, ce depaseste de 5,6...6,3 ori nivelul din
cea mai apropiatd solutie si in cantitdti reduse a restului componentelor complexului
enzimatic: celobiohidrolaze — 4,1 u/g, endoglucanaze — 64,0 u/g, xilanaze — 1022 u/g,
destinat utilizarii in oenologie, pentru amplificarea aromei de soi a vinurilor de calitate, in
industriile eterooleaginoasd, farmaceutica, cosmetica, de fabricare a sucurilor.

Rezultatul se datoreaza faptului c@ procedeul se efectueaza in doud etape.
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I. Cultivarea submersa in sistem discontinuu a tulpinii de micromicete Aspergillus niger
CNMN-FD-10 timp de 7 zile, in conditii de agitare continud la temperatura de 28...30°C, pe
mediul selectat cu urmatoarea compozitie (g/L): borhot de sfecla — 25,0, tarate de grau —
20, NaNO; — 3,0, si restul sarurilor minerale in raport nemodificat — KH,PO, — 1,0, KCI -
0,1, CaCl, 2H,0 - 0,1, MgSO,-7H,O — 0,3, apd pand la 1L, cu pH-ul initial de 5,5...6,0.

II. Separarea preparatului enzimatic de lichidul cultural prin sedimentare cu alcool etilic
care include actiunile:

- filtrarea mecanicad si centrifugarea lichidului cultural de biomasd;

- acidifierea filtratului de lichid cultural pana la pH-ul 3,0;

- sedimentarea complexului enzimatic din lichidul cultural cu alcool etilic de 96°,
preventiv racit (-10... -12° C), respectand raportul LC:AE 1:2.

Avantajele procedeului:

— activitatea [3-glucozidazelor inaltd datoritd conditiilor special selectate de cultivare si
de sedimentare din lichidul cultural, ce depaseste cea mai apropiata solutie de 5,6...6,3 ori;

— reducerea duratei de cultivare cu 24 ore;

— reducerea volumului de etanol de 2 ori la recuperarea complexului enzimatic din
filtratul de cultura.

Exemplul 1

I. Tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN-FD-10 se cultivd pe mediul
optimizat, cu urmdtoarea compozitie (g/L): borhot de sfecld — 25,0, tarate de grau — 20,0,
NaNO; - 3,0, KH,PO, - 1,0, KC1 - 0,1, CaCl, -2H,0 — 0,1, MgSO,-7H,O — 0,3 si apa
pand la 1L cu pH initial 5,5. Mediul se repartizeaza cate 0,2 L in vase Erlenmayer cu
capacitatea de 1L si dupa sterilizare prin autoclavare la 120°C, timp de 1 ora, si racire pand
la 30°C se inoculeazi cu 5 % v/v de suspensie de spori (2,5...3,0 x10°...10 spori/mL) a
culturii de 10...12 zile, crescutd pe suprafete inclinate de malt-agar. Retortele se monteaza
pe un agitator cu viteza de rotatie de 200 rot/min. Cultivarea se realizeazd in incipere cu
termostatare la temperatura de 30°C, timp de 168 ore.

II. Dupé cultivare lichidul cultural se separd de biomasd prin filtrare mecanicd sau
centrifugare. Complexul enzimatic se separd din filtratul de culturd prealabil acidulat pand
la pH-ul 3,0 prin sedimentare cu alcool etilic rectificat, luate in raportul LC:AE de 1:2, si
centrifugare la 6000 rot/min, timp de 10 min. Ulterior in preparatul obtinut se determind
activitatile enzimatice: B-glucozidazicd, celobiohidrolazicd, endoglucanazica si xilanazica,
dupd actiunea asupra substraturilor specifice, respectiv — n-nitrofenil-f3-D-glucopiranozid,
hartie de filtru, Na-carboximetilceluloza, si dozarca zaharurilor reducatoare, prin metoda
Somogy-Nelson. in conditiile mentionate aceste activitati constituie (w/g): B-glucozidazica
— 1545, celobiohidrolazica — 4,05, endoglucanazicad — 63,8 si xilanazicd — 1020.

Exemplul 2

Se repetd procedura ca in exemplul 1. Mediul nutritiv §i temperatura cultivarii = se
modifica.

I. Tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN-FD-10 se cultivd pe mediul cu
urmdtoarea compozitie (g/L): borhot de sfecld — 25,0, tarate de grau — 20,0, NaNO; — 3,0,
KH,PO4— 1,0, KCI-0,1, CaCl, -2H,O - 0,1, MgSO47H,O — 0,3 si apd pana la 1L, la un
pH initial de 6,0.

Cultivarea se efectueaza in vase Erlenmayer cu capacitatea de 1 L cate 0,2 L mediu, pe
un agitator cu viteza de rotatie de 200 rot/min, in termostate la temperatura de 28°C, timp
de 168 ore, in rest conditiile sunt identice ca in ex.1.

II. Conditiile de recuperare a complexului enzimatic din filtratul de cultura sunt identice
celor din ex.1: ajustarea prealabild a pH-lui la valoarea 3,0; raportul LC:AE 1:2.

Preparatul enzimatic obtinut prezintd urmatoarele activitati (u/g): B-glucozidazicd —
1528, celobiohidrolazica — 4,07, endoglucanazica — 62,7, xilanazicd — 1018.
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a unui preparat enzimatic cu activitate (-glucozidazica, care
prevede insimantarea suspensiei de spori de (2,5...3,0) x (10°...10") spori/mL ai tulpinii
Aspergillus niger CNMN-FD-10 in cantitate de 5,0% vol. pe un mediu de culturd cu
urmatorul raport al componentelor, g/L: borhot de sfecla — 25,0, tarate de grau — 20,0,
NaNO; - 3,0, KH,PO, - 1,0, KCI - 0,1, Ca(Cl, - 2H,O - 0,1, MgSO, - 7TH,O - 0,3 si apd
pana la 1,0 L, la un pH 5,5...6,0 si cultivarea submersa la temperatura de 28...30 °C cu
agitare continud, In decurs de 7 zile, apoi lichidul de culturd se separd de biomasd, se
aciduleazd pand la valoarea pH 3,0, se trateazd cu alcool etilic rectificat racit pand la
temperatura de -10...-12°C, 1in raport de respectiv 1:2, dupd care se separd preparatul
enzimatic prin centrifugare.
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