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(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la biotehnologie, in particular

2

Tulpina se caracterizeazd prin activitate celulozoli-

la o tulpind de fungi, care poate fi utilizatd in 5 ticd inaltdi a complexului enzimatic ce contine

industriile microbiologicd, alimentard si farmaceu- endoglucanaze, celobiohidrolaze si -glucozidaze,

ticd. activitatea cérora constituie 42,43; 2,07 si 4,08
Se propune o tulpind de fungi Penicillium U/ml, corespunzitor.

expansum — producdtoare de celulaze, depusd in Revendicari: 1

Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene 10

a Republicii Moldova sub nr. CNMN FD 05 C.
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la o tulpind de fungi, care poate fi utilizatd in
industriile microbiologica, alimentari si farmaceutica.

In prezent cei mai activi producitori de celulaze se considerd tulpinile de fungi din genul
Trichoderma. Preparatele enzimatice obtinute din tulpinile respective posedd doar celobiohidrolaze si
nu sunt active fatd de celuloza cristalind sau solubild (carboximetilceluloza), de asemenea in aceste
preparate lipsesc celobiazele (B-glucozidazele), ceca ce se manifestd prin acumularea celobiozei in
hidrolizat si reducerea vitezei de formare a glucozei. Producerea unor complexe celulazice mai
echilibrate este caracteristica tulpinilor din genurile Aspergillus, Penicillium, Chaetomium etc. [1].

In calitate de cea mai apropiati solutie serveste tulpina Aspergillus fumigatus, al cirei complex
celulazic posedi activitate dupa hértia de filtru 2,5 U-ml™” si p-glucozidazici 0,725 U-ml”. Dezavantajul
tulpinii date constd in lipsa componentului endoglucanazic activ, care creeazd noi extremitdti
nereducitoare — tinte pentru actiunea celobiohidrolazelor, respectiv sporind randamentul hidrolizei [2].

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in evidentierea unei noi tulpini de fungi, care in
conditiile cultivarii submersive poseda capacitatea de biosinteza a unui complex enzimatic integru, care
contine celobiohidrolaze, endoglucanaze si f-glucozidaze intr-un raport echilibrat, astfel asigurand
hidroliza eficientd a biomasei celulozocomponente.

Esenta inventiei o constituie tulpina de fungi Penicillium expansum CNMN FD 05 C — produ-
cdtoare a unui complex enzimatic cu un continut echilibrat al endoglucanazelor, celobiohidrolazelor si
B-glucozidazelor activitatea cirora este respectiv de 42,43 U-ml; 2,07 Uml; 4,08 U-ml™.

Tulpina Penicillium expansum este depozitatdi in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene a Republicii Moldova sub nr. CNMN FDO05C.

Rezultatul inventiei constd in producerea unui preparat enzimatic celulozolitic, care asigurd
dezintegrarea profunda si eficientd a biomasei celulozocomponente.

Particularitdtile morfologico-culturale ale tulpinii. Pe must de malt-agar coloniile cresc rapid.
Initial acestea sunt albe, dupd 3 zile, cand incepe formarea conidioforilor cu conidii colonia capita o
culoare cenusie cu nuantd verzuie, avind o suprafatd uniforma, catifelatd. Marginile coloniei riméin
albe, rar galbene. Reversul este de culoare cafenie. Pe mediul Czapek cu zaharoza coloniile cresc rapid,
sunt extinse, regiunea cu conidiofori are o culoare verde murdar, reversul — cafeniu. Conidioforii sub
formd de ramificari scurte ale hifelor. Conidiile au forma elipsoidald, aproape sfericd, 3x3,4 pm, in
lanturi.

Particularitdtile fiziologo-biochimice ale tulpinii. Tulpina Penicillium expansum CNMN FD 05 C
creste pe mediile: must de malt-agar, Czapek-agar, cartof-agar in limitele de temperaturd +5...+45°C.
Temperatura optimd de crestere +28...+30°C.

Cultivati submersiv pe mediile Czapek cu 10 g1" hartie de filtru, mediul Ghetcinson cu 15 g1
extract de porumb i 10 gl celulozi microcristalind sau cu alte surse naturale de carbon (paic de
porumb, tescovind de mere, borhot de sfecld) in concentratie de 10...60 g1" tulpina creste intens si
manifesta activitate endoglucanazica, celobiohidrolazica si f-glucozidazica.

Pe mediul Ghetcinson cu surse usor asimilabile de carbon (mono- si dizaharide) tulpina creste
intens, dar activitatile mentionate diminueaza.

Tulpina nu asimileazd amidon.

fn calitate de surse de azot asimileazi azotul nitric si amoniacal, precum si azotul din surse
organice: extract de porumb, drojdii etc.

Activitdtile endoglucanazicd, celobiohidrolazica si f-glucozidazica se depisteaza in lichidul cultural
dupi 24 ore de cultivare submersivi pe mediul Ghetcinson cu 10 g-I"" celulozi microcristalini si 15 g1
extract de porumb, fiind in crestere acestea ating indicele maxim dupa 168 ore de cultivare.

Dezvoltarea tulpinii are loc la pH-ul cuprins in limitele 2,5...9,0; pH-ul mediului, optimal pentru
biosinteza enzimelor mentionate, este de 5,5...6,5.

Pentru pastrarea indelungatd a tulpinii cultura de 14 zile, crescutd la temperatura de 30°C pe
coloane oblice de must de malt-agar, este conservatd in frigidere la +4°C. Pasajele pe mediu proaspit se
efectueazi la fiecare 6 luni.

Tulpina este inmultitd pe coloane oblice de must de malt-agar. Pasajele se efectueaza prin portiuni
de miceliu cu conidii.

Cultivarea se realizeazi in termostate la temperatura de +30°C timp de 10...14 zile.

Exemple de utilizare a tulpinii

Exemplul 1

Tulpina Penicillium expansum CNMN FD 05 C s-a cultivat in baloane Erlenmayer de 0,51 cu 0,11
mediu nutritiv, in conditii de agitare continua (180 rot - min™), la temperatura de 30°C, timp de 168 ore.
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Compozitia mediului (g): KH,PO, — 1; CaCl, — 0,1; MgSO, - 7H,0 — 0,3; KCI — 0,1; NaNO; — 2,5;
FeCl; — 0,01; celulozd microcristalind — 10; extract de porumb — 15; apa distilatd 1 litru la pH-ul de 4,5.

Separarea lichidului cultural de biomasd s-a efectuat prin filtrare. Activitatile endoglucanazica,
celobiohidrolazicd, B-glucozidazica si xilanazicd s-au determinat prin dozarea zaharurilor reducétoare
(metoda Somogy-Nelson) in urma actiunii lichidului cultural asupra substratelor specifice: Na-
carboximetilcelulozi, hartie de filtru §i p-nitrofenil-B-D-glucopiranozid si au avut valorile 39,4 U-ml™;
2,07 Uml™! 514,08 U-ml? respectiv.

Exemplul 2

Tulpina Penicillium expansum CNMN FDOS5C s-a cultivat in baloane Erlenmayer de 0,5 1cu 0,11
mediu nutritiv, in conditii de agitare continui (180 rot-min™"), la temperatura de 28°C, timp de 168 ore.
Compozitia mediului (g): KH,PO, — 1; CaCl, — 0,1; MgSO, - 7H,0 — 0,3; KCI — 0,1; NaNO; — 2,5;
FeCl; — 0,01; celulozd microcristalind — 10; extract de porumb — 15; apd distilata 1 litru la pH-ul de 5,5.

Activititile endoglucanazicd, celobiohidrolazici si p-glucozidazici au avut valorile 42,43 U-ml”;
1,66 U-ml™ $i5,03 U-ml? respectiv.
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