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1

Inventia se referd la biotehnologie, in particular
la o tulpind de fungi noud, care poate fi utilizatd in
industria microbiologicd pentru obtinerea enzimelor
amilolitice, in industria alimentard la producerea
amidonului, alcoolului, in panificatie, in industria
farmaceutici pentru obtinerea preparatelor medi-
cinale.

10

2

Se propune o tulpind noud de fungi Aspergillus
niger 33-19, depusa in Colectia Nationald de Micro-
organisme a Institutului de Microbiologie al AS RM
cu nr. CNM FD 02 — producitoare de enzime amilo-
litice. Tulpina se caracterizeaza prin nivel inalt de
biosinteza a amilazelor.
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in particular la o tulpind de fungi care poate fi utilizata in industria
microbiologicd pentru obtinerea enzimelor amilolitice, in industria alimentard la producerea amidonului,
alcoolului, in panificatie, in industria farmaceutica pentru obtinerea preparatelor medicamentoase.

Sunt cunoscute un sir de tulpini de fungi — producitoare de enzime amilolitice, printre care in primul
rand pot fi mentionati fungii din genul Aspergillus. La ei se raportd si tulpina Aspergillus oryzae HPB-
169, consideratd de noi drept cea mai apropiatd solutie, care manifestd activitate amiloliticd maxima
40...50 wmL [1].

Dezavantajul tulpinii mentionate constd in nivelul scizut de biosintezd a enzimelor amilolitice. Pe
langa aceasta ea nu realizeaza hidroliza amidonului 1n conditii acide de pH.

Este cunoscut faptul cd dintre tulpinile genului Aspergillus numai Aspergillus niger (unii
reprezentanti ai speciei niger a genului respectiv) produc enzime amilolitice, care se caracterizeazi prin
insugirea unicald — stabilitate acidd sporitd. Aceastd proprietate a enzimelor amilolitice de a hidroliza
realizare a proceselor tehnologice la valori scizute de pH. in astfel de conditii are loc reducerea riscului
de contaminare cu microorganisme patogene si marirea rentabilitdtii producerii [2].

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in obtinerea unei tulpini noi de fungi, ce ar
asigura un nivel inalt de biosintezd a enzimelor amilolitice, realizdnd hidroliza atat in conditii standard,
cét si in conditii optimal acide de pH.

Esenta inventiei constd in faptul ca se propune o tulpind noud de fungi Aspergillus niger 33-19,
depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme a Institutului de Microbiologie al A.S. R.M. cu nr.
CNM FD 02 — sursa de enzime amilolitice.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unei tulpini noi Aspergillus niger 33-19 cu nivel inalt de
biosinteza a enzimelor amilolitice acidstabile cu capacitate de a realiza hidroliza efectivd a amidonului
atit in conditii standard, cét si optimal acide de pH. Rezultatul este conditionat de proprietitile fiziologo-
biochimice (procesele anabolice si catabolice care decurg in acest organism) si metabolismul adaptiv al
tulpinii.

Tulpina Aspergillus niger 33-19 propusa a fost obtinuta in urma iradierii cu raze y in doza de 1500 Gy
a suspensiei de spori a tulpinii Aspergillus niger 33 pentru care preventiv au fost selectate conditiile
optime de cultivare pentru atingerea potentialului maximal de biosinteza a enzimelor amilolitice.

Nivelul de sintezd a enzimelor amilolitice al tulpinii Aspergillus niger 33-19 depaseste de 4 ori
nivelul tulpinii parentale.

Stabilitatea biochimici a tulpinii propuse a fost verificata timp de 2 ani.

Pentru cresterea si dezvoltarea tulpinii poate fi folosit mediul cu compozitia (g/L): faind de fasole -
9,0; tarate de grau - 18,0; MgSO, - 0,5; KH,PO, - 2,0; KCI - 0,5; restul apd potabild pand la 1 L; pH-ul
mediului - 5,0. Activitatea amiloliticd constituie 413 u/mL in conditii standard de hidroliza si 346 w/mL in
conditii acide de pH.

Caracteristica morfologo-culturald a tulpinii Aspergillus niger 33-19: miceliul de substrat compact,
alb cu hife subtiri; capsulele conidiale abundente, conglomerate, de culoare neagra pal; conidioforii
incolori, neseptati, cu o largire apicald sfericid de 45...80 um in diametru. Latimea conidioforilor de
15...20 um; sterigmele cafenii stratificate: bazale de 20...40 x 5...7 um, uneori septate, stratul exterior de
7...10 x 3...3,5 um; conidiile sferice, avand 4...5 pum in diametru, cafenii, cu invelis bine evidentiat,
rugos.

Pe mediul de malt agarizat coloniile au 2...3 cm in diametru, sunt netede, sporuleaza slab. Miceliul
culturii tinere este alb, pufos. In a 14-a zi de dezvoltare unele portiuni ale miceliului devin cafeniu-
negrii. Conidioforii cu conidii sferice negre se repartizeaza la marginile coloniei. Rezervumul alb, cutat
radial.

Pe mediul nutritiv (Czapek Dox) coloniile se dezvolti lent, atingdnd in diametru 1,5...2,0 cm. Partea
opusad a coloniei este albd, cutatd mai slab radial. Temperatura optima de crestere +30°C.

Caracteristica fiziologo-biochimicd: tulpina creste pe surse de azot organice, amoniacale si pe bazd de
azotati; se caracterizeaza prin activitate amiloliticd extracelulard inaltd. Activitatea amiloliticd maxima se
inregistreazd in ziua a 6-a de cultivare.

Chemoorganotrof. Creste in limitele de temperaturi +5...+42°C. Temperatura optima de crestere si
biosinteza +28...+30°C. Cresterea la temperaturi mai inalte (+42°C) este urmata de pierderea esentiald a
activititii amilolitice. pH optimal pentru biosinteza enzimelor amilolitice constituie 5,0...5,2.

Produsele sintetizate de tulpind: tulpina acumuleazi biomasa pand la 15 g/L de mediu, cu indicii de
compozitie (%): proteind brutd - 19,39, grisimi brute - 5,76, substante minerale (cenusd) - 11,61.

Poseda capacitatea de a sintetiza enzime hidrolitice extracelulare: amilolitice, lipolitice, proteolitice.
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Metoda, conditiile §i componenta mediilor pentru pdstrarea tulpinii: tulpina se pastreazd pe medii
inclinate de malt (7B) sau Czapek agarizate, la temperatura de 3...7°C. Termenul de reinsdmantare: la
fiecare 2 luni.

Metoda, conditiile §i componenta mediilor pentru inmulfirea tulpinii: reproducerea tulpinii se
realizeazd pe mediul de pastrare sau alte medii utilizate in aceste scopuri (malt-agar, Czapek),
temperatura de crestere +28...+30°C, durata de crestere 14 zile.

Conditiile §i componenta mediului pentru fermentare: cultivarea submersd a producentului se
realizeazd in baloane Erlenmayer, pe agitatoare cu 80...200 r.p.m. in decurs de 4 zile, la temperatura
28...30°C, pe mediul nutritiv cu compozitia (g/L): amidon - 3,0; fdind de fasole - 9,0; tarate de grau -
18,0; MgSO; - 0,5; KH,PO, - 2,0; KCI - 0,5; apd potabild pand la 1 L, pH 5,0.

Gradul de puritate al tulpinii: pentru cultivarea tulpinii sunt necesare conditii sterile, in caz contrar
poate sa fie contaminatd cu alte microorganisme (bacterii, mucegaiuri, drojdii).

Exemplu de utilizare a tulpinii

Exemplul 1

in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 1,0 L se pregitesc cate 200 mL de mediu nutritiv cu
urmdtoarea componentd, (g/L): amidon - 3,0; faina de fasole - 9,0; tarate de grau - 18,0; MgSO, - 0,5;
KH,POy, - 2,0; KC1-0,5; apa potabila - 1,0; pH mediului - 5.

Mediul se sterilizeazd in autoclav la presiunea 1 atm si temperatura de 120°C timp de 1 h. Se
inoculeazad cu suspensie de spori ai tulpinii obtinute Aspergillus niger 33-19.

Cultivarea tulpinii are loc in termostate la temperatura de +30°C in decurs de 6 zile in conditii de
agitare continud cu 180...200 r.p.m.

Activitatea amiloliticd a lichidului cultural al tulpinii Aspergillus niger 33-19 in ziua a 6-a,
determinatd dupa metoda colorimetricd, constituie 413...425 uw/mL la hidroliza amidonului in conditii
standard si 346...351 uw/mL 1n conditii acide conform inventiei (tabel).

Tulpina Nr. probei Activitatea amiloliticd, w/mL
pH 4,7 pH 2,5
Aspergillus niger 33-19 1 425,0 3493
2 413,1 346,1
3 417,1 351,5
Aspergillus niger 33* 1 96,5 91,3

*Conditiile de cultivare, indicate in ex. 1 sunt optimale si pentru tulpina parentala.

Astfel, activitatea amiloliticd pentru tulpina propusd Aspergillus niger 33-19 depéseste de 4 ori
activitatea tulpinii conform celei mai apropiate solutii si de 7 ori activitatea conform solutiei apropiate.
Tulpina noud se caracterizeazi prin stabilitate Tnaltd acida a amilazelor biosintetizate.
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