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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de cultivare submersd a
tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD
03, producitoare de lipaze, si poate fi utilizata
in industria microbiologicad pentru producerca
enzimelor lipolitice cu aplicare largd in
industria alimentard, de producere si procesare
a grasimilor si uleiurilor vegetale, in medicini
ca mijloc terapeutic si diagnostic.

Procedeul, conform inventiei, prevede
obtinerea suspensicei de spori a tulpinii crescute
timp de 30 de zile pe un mediu de malt-agar,
inocularea suspensiei in cantitate de 3% v/v

2

intr-un mediu nutritiv apos ce contine, g/L:
fdina de soia - 35.0, (NH4)QSO4 - 1.0, KH,POy4 -
5,0, cu addugarea concomitentd a 0,010 g/L. de
[Ca(L)s][Co(NCS)4], unde L - dimetilpiridin-
2,6-dicarboxilat, si cultivarea la agitare
continud de 180-200 rot/min la temperatura de
28-30°C in decurs de 24 de ore.

Rezultatul inventiei consta in sporirca
biosintezei enzimelor lipolitice si reducerca
duratei de cultivare a tulpinii cu 24 de ore.

Revendicari: 1



(54) Process for submerged cultivation of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungus

strain, producer of lipases

(57) Abstract:
1

The invention relates to
biotechnology, and in particular to a process
for submerged cultivation of Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03 fungus strain, producer of
lipases and can be used in the microbiological
industry for obtaining lipolytic enzymes with
wide application in the food industry,
production and processing of fats and
vegetable oils, in medicine as a therapeutic and
diagnostic agent.

The process, according to the
invention, provides for the preparation of a
spore suspension of the strain grown for 30
days on a malt-agar medium, inoculation of the

2

suspension in an amount of 5 vol% in a
nutrient aqueous medium containing, g/L: soy
flour - 35.0, (NH4)QSO4 - 1.0, KH,PO; - 5.0,
with the simultaneous addition of 0.010 g/L. of
[Ca(L);][Co(NCS)a], where L -
dimethylpyridine-2,6-dicarboxylate, and
cultivation with continuous stirring at 180-200
rpm at the temperature of 28-30°C for 24
hours.

The result of the invention consists in
increasing the Dbiosynthesis of lipolytic
enzymes and reducing the duration of
cultivation of the strain by 24 hours.

Claims: 1

(54) Crioco0 ruiryOMHHOT0 KyJIbTHBHPOBAHMSA WITaMMa rpuda Rhizopus arrhizus

CNMN FD 03, npoayuenTa junas

(57) Pedepar:
1
H3ob6peTeHue OTHOCHTCA K
OHOTCXHOJOTHH, a4 HWMCHHO K cHocoly
[JyOMHHOTO  KYJIbTHBHPOBAHUSA mTaMma

rpuda Rhizopus arrhizus CNMN FD 03,
MpPOAYLICHTA  JHWma3, W  MOXKCT  OBITh
HCTOJIb30BAHO B MHKPOOHOIOTHICCKOH
TMPOMBIIILICHHOCTH hinig TOJTYUCHHSA
JHUTOTUTHYCCKAX  (DCPMCHTOB C  IMHPOKUM
MPUMCHCHACM B MHMICBOI MPOMBIILICHHOCTH,
MPOU3BOACTBE W TNCPCPadOTKS IKHUPOB H
PACTHTCITBHBIX MACCH, B MCIUIMHC B KAYCCTBC
TCPANCBTHYCCKOTO W JAHATHOCTHYCCKOTO
cpencTsa.

Cmoco0, COrJacHO  HM300pPCTCHHIO,
MPSAYCMATPHBACT MOJIYUCHHUC CYCTICH3HH CIIOP
IITAMMA BBIPAINCHHOTO B TeucHUHW 30 gHEH Ha

2
cpeAe conoA-arap, WHOKYJUILMIO CYCIICH3HH B
KosmuecTtse 5 00.% B NMUTATETBHYH) BOIHYIO
CpeIy, COACPIKAIIYIO, T/, COCBYIO MYKY - 35,0,

(NH4)QSO4 - 1,0, KH2P04 - 5,0, C
OMHOBPCMCHHBIM  BBeAcHHeM 0,010 1/n
[Ca(L)s][Co(NCS)a], rac L -
JAMCTHIITHPHINH-2,6-THKapOOKCHIIAT, H
KYJbTUBUPOBAHUC npu MOCTOSIHHOM

nepemenmBanust mpu  180-200 ob/MuH TpH

temmeparype 28-30°C, B TeueHue 24 1.
PesyapraTr W300pCTCHHA COCTOHT B

VBEIHYCHHH OWOCHHTE3a  JIUIOJIHUTHUCCKAX

(PCPMCHTOB H COKpAILCHUU
TIPOIOIKUATEIbHOCTH Ky T THBHPOBAHHSA
mramMa Ha 24 vaca.

I1. popmysr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de cultivare submersa a
tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, producitoare de lipaze, si poate fi utilizatd in
industria microbiologicd pentru obtinerea lipazelor cu largi apliciri in industria alimentard, de
producere si prelucrare a griasimilor si uleiurilor vegetale, in medicind ca mijloc terapeutic si
diagnostic.

Procedecle moderne de cultivare a tulpinilor fungice producitoare de enzime exocelulare se
bazeaza pe aplicarea rezultatelor cercetdrilor clasice imbinate cu realizirile tehnologice si fizico-
chimice moderne, precum studiul particularitatilor de crestere si sintezd a enzimelor in functic de
regimul termic, aeratie, dinamica variatiei pH-ului mediului, raportul optim al componentelor
mediilor nutritive, cantitatea si tipul materialului semincer, cat si screening-ul inductorilor specifici
reprezentati de ingrediente naturale (fiina de soia, fdina de porumb, tirate de grau etc.).
Componentele lipidice prezente in cantititi mici in ingredientele din compozitia mediului
stimuleazd efectiv biosinteza lipazelor (Pyban E.JI. MukpoOHbic mumuasl W juma3sl. Hayka,
Mocksa, 1977, p. 132-156; Kanyrsaan K.A., Toarep JLU. MuxpoGuble ()epMEHTHBIC TPETIAPaTEL.
Mocksa. [Tum, TIpowm., 1979, p. 14-30).

Pentru cultivarea submersd clasicd a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 este
cunoscut procedeul, in care se utilizeazd un mediu nutritiv cu compozitia, g: faina de soia - 35,0;
(NH4)2S04 -1,0; KH,PO4-1,0; api potabili pani la 1L [1].

Dezavantajul constd in faptul cd raportul componentelor mediului nu asigurd biosinteza
lipazelor la un nivel inalt, iar maxima biosintezei lipazelor se manifestd in ziua a 2-a de cultivare.

Se cunoaste de asemenea un procedeu de cultivare a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD
03 in aceleasi conditii, timp de 48 ore, cu utilizarea in calitate de biostimulator a nanoparticulelor
de Fe3Qy4 care asigurd obtinerea unei activitati lipolitice de 70190-125250 U/mL [2].

Desi aplicarea nanoparticulelor oferd solutii rapide si fabuloase in diverse domenii de
activitate, inclusiv biotchnologii, impactul acestora asupra mediului §i sdnititii este imprevezibil,
variind semnificativ (benefic sau toxic) de la caz la caz in functic de -caracteristicile
nanomaterialelor si organismelor tintd, fiind dificil de prognozat si controlat. Totodata,
nanoparticulele pot suferi diferite transformiri (inclusiv biotransformdri), care modifici proprictatile
fizico-chimice ale acestora, rezultand un impact asupra mediului diferit de cel pe care il pot provoca
nanoparticulele originale, fiind necesare evaluiri individualizate costisitoare (Martinez G., Merinero
M., Pérez-Aranda M., Pérez-Soriano E. M., Ortiz T., Begines B., Alcudia A. Environmental Impact
of Nanoparticles' Application as an Emerging Technology: A Review. Materials (Basel,
Switzerland), 2020, 14(1), p. 166).

Alt dezavantaj constil in faptul ci desi activitatea lipoliticd este destul de inaltd, maxima de
activitate a tulpinii de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se atinge in a doua zi de
cultivare.

La unele microorganisme o parte considerabild de lipaze exocelulare sunt legate de peretele
celular, ce poate inhiba secretia lipazelor in mediul de cultura si micsorarea randamentului lipazelor
exocelulare. Includerea in mediul nutritiv a substantelor cu abilititi de stimulare a eliberdrii lipazelor
legate de peretele celular, spre exemplu, surplusul de ioni ai unor metale, accelereazi secretia
lipazelor in mediul de culturd si favorizeazd procesul de sintezd a lipazelor exocelulare (Fogarty
W.M. MukpoOHsIe (epMeHTHI B OHOTEXHOMOTHA. Mocksa, Arponpommsaar. 1986, p. 189-190).

In acest context un efect de stimulare a biosintezei lipazelor exocelulare poate asigura si
includerea in mediul nutritiv a anumitor compusi coordinativi ai unor metale, in special ai metalelor
cu rol de microelemente.

In ultimele decenii in scopul sporirii biosintezei enzimelor la micromicete intensiv se
studiazd compusii coordinativi ai elementelor 3d, din care unii s-au manifestat promititor in
calitate de biostimulatori ai biosintezei enzimelor lipolitice.

De exemplu, se cunoaste cd utilizarea glioximatilor de Co(Ill) cu anioni de fluor
[CO(DH)z(An)z]z[ZnFG]-2H20 §1 [CO(DH)z(An)z]z[TiFG] in mediul nutritiv de cultivare a
micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in calitate de biostimulatori, asigurd efect stimulator
din prima zi de cultivare, valorile activitatii lipolitice constituind 5071-57500 U/mL in prima zi [3].

Desi biostimulatorul este activ, ¢l nu este stabil la pastrare i coroziv in raport cu sticla
datoritd prezentei fluorului in anionul de hexafluorzerconat/titanat.

Cea mai apropiatd solutie este procedeul de cultivare submersa tulpinii Rhizopus arrhizus
CNMN FD (3, in care suspensia de spori a culturii crescute pe suprafete inclinate de malt-agar se
inoculeaz intr-un mediu nutritiv apos cu compozitia, g/L: faind de soia - 35,0, (NH4)2SOs - 1,0,
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KH2POy4 - 5,0, compusul coordinativ CuGly>-H-O - 0,010, utilizat in calitate de biostimulator al
biosintezei lipazelor. Cultivarea se realizeaza in conditii de agitare continue (200 rot/min), timp de
48 ore, la temperatura de 28°C [4].

Dezavantajul constd in faptul cid concentratia maximid admisibild de aplicare a
biostimulatorului CuGly,'H,O nu asigurd biosintezd maxima a lipazelor, totodatdi maxima
continutului de lipaze in lichidul cultural de 58068 U/mL se atinge in a doua zi de cultivare.

Problema tehnici pe care o rezolva inventia consti in elaborarea unui procedeu de cultivare
submersd a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 care asigurd sporirea capacitatii
biosintetice a producatorului fatd de analogul proxim si reducerea duratei de cultivare.

Problema se¢ rezolva prin procedeul de cultivare submersd a tulpinii de fungi Rhizopus
arrhizus  CNMN FD 03, producitoare de lipaze, care prevede obtinerea suspensiei de spori a
tulpinii crescute timp de 30 de zile pe un mediu de malt-agar inclinat, inocularea suspensiei in
cantitate de 5% v/v intr-un mediu nutritiv apos ce contine, g/L: fiind de soia - 35,0, (NH4)>SOs -
1,0, KH,PO4 - 5,0, cu adiugarea concomitentd a 0,010 g/l de [Ca(L)3][Co(NCS)], unde L este
dimetilpiridin-2,6-dicarboxilat, si cultivarea la agitare continud de 180-200 rot/min la temperatura
de 28-30°C in decurs de 24 de ore.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea biosintezei enzimelor lipolitice in prima zi
de cultivare si reducerea duratei de cultivare cu 24 de ore.

Rezultatele demonstreazd c¢a pe mediul cu biostimulatorul [Ca(L):][Co(NCS)4] utilizat in
concentratii de 0,005, 0,010 si 0,015 g/L, sporirea activitatii lipolitice constituic 34,0-78,4% fata
de martor. Maxima de biosintezd a lipazelor la cultivare in conditii clasice constituie 34167 U/mL
fatd de 34708-60958 U/mL in variantele experimentale, concentratia optima fiind de 0,010 g/L. S-
a relevat inclusiv faptul cd activitatea variantelor experimentale deja in prima zi de cultivare
prezintd valori ale activititii lipolitice superioare nivelului maxim al probei martor in ziva a 2-a de
cultivare. In varianta cu concentratia optimi a compusului coordinativ de 0,010 g/L in prima zi de
cultivare sporul activittii lipolitice este superior martorului zilei cu 93,5% si cu 78,4% fatd de
valoarea maximi relevatd la proba martor (34167 U/mL) in ziua a 2-a de cultivare, depasind
totodata si mediul proxim cu 5% (60958 U/mL fata de 58068 U/mL).

Cresterea activititii lipolitice in variantele experimentale poate fi conditionatd de prezenta
cationilor cobaltului (Co*) in compozitia complexului, carc este cunoscut ca unul dintre
microelemente cu rol biologic semnificativ pentru dezvoltarea organismelor. Sporirea
randamentului lipazelor exocelulare, partial, poate fi atribuitd compozitiei heterometalice a
complexului utilizat, ce poate contribui la crearea unui surplus de ioni metalici cu efect de accelerare
a secretiei lipazelor in mediul de culturd ce favorizeaza procesul de sintezi a lipazelor exocelulare.

Avantajele inventiei constau in obtinerea de cantitati sporite de enzime lipolitice in termen
redus.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

In prealabil se obtine suspensia de spori a tulpinii de fungi prin spilare cu apa distilati
sterild a culturii de 30 de zile, crescutd pe suprafete inclinate de malt-agar. Mediul nutritiv se
prepard prin dizolvare intr-un volum nu prea mare de apd potabild a cantitatilor recantirite de
sdruri, urmatd de dispersareca minutioasd a fainii de soia, reiesind din raportul, g/L: fainid de soia -
35,0; KH2POy - 5,0; (NH4)2S04 - 1,0. Apoi volumul de apd potabild se aduce pani la 1,0 L, pH-ul
initial al mediului - 8,0. Tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se cultiva in
baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 0,75 L, care contin 0,2 L de mediu nutritiv. Mediul nutritiv
se inoculeazi cu suspensic de spori si miceliu in cantitate de 5% v/v. Solutia apoasd de
[Ca(L)3][Co(NCS)4] cu o concentratic bine determinatd, care sd asigure valori reiesind din
intervalul 0,005-0,015 g/L, se agita discret timp de 2-5 minute pe baie de apa cu ultrasunet de tip
DA-968 DADI nemijlocit inainte de utilizare, dupd care se adauga la mediul nutritiv concomitent
cu materialul semincer. Cultivarea se¢ realizeazd in conditii de agitare continud (200 rot/min) la
temperatura de 28°C timp de 24 ore.

Activitatea lipoliticA maximald, determinatd dupd gradul de hidroliza a suspensici de ulei
de mésline in alcool polivinilic pani la acid oleic dupd metoda titrimetricd Otto-Iamada (I"paucsa
WM. s.a. JIabopaTopHBIH TPAKTHKYM II0 TEXHOJOTHH ()epMECHTHBIX mpemaparos. Mocksa, Jlerkas
W Tumesas mpoMmeinuicHHOCTH, 1982, p.75-76), in variantele experimentale cu aplicarca
compusului coordinativ [Ca(L):][Co(NCS).] s-a marcat in prima zi de cultivare la concentratia de
0,010 g/L si constituic 60958 U/mL, fatd de 34167 U/mL maxima variantei control in ziua a doua
de cultivare si fatd de 58068 U/mL in varianta proximi, depasind cu 78,4% proba control si cu 5%
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nivelul analogului proxim. Diferit de martor si analogul proxim, aplicarea compusului coordinativ
reduce ciclul de cultivare a producitorului cu 24 de ore (vezi Tabelul).

Tabel
Influenta compusului coordinativ de Ca asupra activitatii lipolitice
a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03
Compusi coordinativi | Conc., l-a zi a2-azi
g/L Activitatea, %, fati de martor Activitatea, %, fati de
U/mL U/mL martor
0,005 | 34708 110,2/101,6 43333 126,8
[Ca(L)3:Co(SCN)4] 0,010 [ 60958 193,5/178,4/105,0* | 51667 151,2
0,015 | 45792 145,4/134.0 59167 1732
Martor - 31500 100,0 34167 100,0
Procedeul conform 58068+162 100,0
analogului proxim

*193,5/178,4/105,0- fatd de martorul zilei/fatd de maxima martorului (ziua a 2-a)/fati de analogul
proxim

Sinteza tetra(izotiocianato)cobaltat(Il) de tris(dimetilpiridin-2,6-dicarboxilat)calciu

Amestecul mecanic din 0,05 g (0,025 mmol) de tiocianat de calciu tetrahidrat, 0,06 g
(0,025 mmol) tiocianat de cobalt trihidrat si 0,15 g (0,075 mmol) de 2,6-piridindicarbonildiclorurd
intr-un raport molar de 1:1:3 a fost suspendat in 15 mL de metanol si refluxat timp de 3 ore. Toate
componentele sunt solubile in alcool. Solutia formati are o culoare albastrd-violetd. Amestecul s-a
filtrat si s-a lasat la temperatura camerei pentru cristalizare. Peste 24 de ore in solutie se formeazd
cristale albastre de forma wunor prisme, potrivite pentru analiza roentghenostructurala.
Randamentul constituie 47% (0,11 g).

Gisit, %: C 40,57, H 2,88; Ca 4,45; Co 6,45; N 10,74.

Pentru: Cz;H27CaCoN701254

calculat, %: C 40,61; H 2,97; Ca 4,37; Co 6,43; N 10,70.

Spectru IR (v,cm™): 3089sl., 3010sl., 2957sL., 2901f.s1. 2095m., 2058f.p., 1709f.p., 1588p.,
1463m., 1436p., 1424umir, 1326f.p., 1271fp., 1205m., 1179m., 1155m., 1083m., 1013m., 994p.,
951m., 871m., 845m., 826m., 796fsl., 756p., 731p., 693p., 658m., 540sl., 499umir, 485umir,
478m., 434m., 429m., 404m. (intensitatea relativa a benzilor de absorbtic: f.p. - foarte puternici;
p. - puternicd; m. - medie; sl. - slabd).

Exemplul 2

In restul conditiilor echivalente exemplului 1, determinarea activititii lipolitice in lichidul
cultural, obtinut la cultivarea tulpinii la temperatura de 30°, maxima biosintezei in variantele
experimentale cu aplicarea compusului coordinativ [Ca(L)3;][Co(NCS)4] similar exemplului 1 s-a
marcat in prima zi de cultivare in varianta cu concentratia de 0,010 g/L, constituind 58333 U/mL,
fatd de 33333 U/mL maxima variantei control in ziua a doua de cultivare si fatd de 58068+£162
U/ml 1in varianta analogului proxim, depdsind cu 75,0% proba control si cu 0,5% nivelul
analogului proxim.

Cercetdrile au fost efectuate in cadrul Proiectului Program de Stat 2020-2023 al Rep.
Moldova cu cifrul 20.80009.5007.28 | Elaborarea noilor materiale multifunctionale si tehnologii
eficiente pentru agriculturd, medicind, tchnicd si sistemul educational in baza complecsilor

[Tt

metalelor “s” si ,,d” cu liganzi polidentati” cu finantarea de citre ANCD.
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