MD 2340 G2 2003.12.31

A DT e
MD 2340 G2 2003.12.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat an 2340 a3 G2
pentru Protectia Proprietatii Industriale 1) Int. CL’:Cc 12N 1/14

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2002 0258 (45) Data publicarii hotirarii de
(22) Data depozit: 2002.10.24 acordare a brevetului:
2003.12.31, BOPI nr. 12/2003

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII
MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: DESEATNIC-CILOCI Alexandra, MD; PASA Lilia, MD; GULEA Aurelian, MD; RUDIC
Valeriu, MD; TIURIN Jana, MD; LABLIUC Svetlana, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A REPUBLICII
MOLDOVA, MD

(54) Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fung Aspergillus flavus VKM F
3292 D, producitoare de celulaze si xilanaza

(57) Rezumat:
1 2

Inventia se referd la microbiologie, in particular 5 Rezultatul inventiei constd in sporirea biosin-
la un mediu de cultivare a fungului microscopic tezei xilanazei, endoglucanazei, celobiohidrolazei si
Aspergillus flavus VKM F 3292 D, producétor de B-glucozidazei.
celulaze si xilanazi si poate fi utilizatd in industria Revendiciri: 1
microbiologicd, alimentard, eterooleaginoasd si
farmaceutica. 10

Mediul, conform inventiei, contine, in g/L:
coardd de vitd de vie - 10,0; borhot de sfecld -10,0;
melasi - 10,0; MgSO, - 0,50; NaNO; - 3,00; KCI -
0,50; FeSO47H,0 - urme; o-picolinat de cobalt(III)
(Co(PC)5H,0)- 0,0048...0,0050; api - restul.
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Descriere:

Inventia se referd la microbiologie, in particular la un mediu de cultivare a fungului microscopic
Aspergillus flavus VKM F 3292 D, producitor de celulaze si xilanaza si poate fi aplicatd in industria
microbiologicd, alimentard, eterooleaginoasa, farmaceutica.

Pentru cultivarea fungului Aspergilius flavus VKM F 3239 D, producitor de celulaze si xilanaze,
este cunoscut mediul care contine borhot de sfecld si coarde de vitd de vie, sdruri minerale §i un
biostimulator de origine chimicd [1].

Dezavantajul acestui mediu constd in faptul ca faciliteazi biosinteza numai a doud componente
(xilanazei si B-glucozidazei) ale complexului enzimatic produs de tulpina indicata, lisand la nivel
insuficient biosinteza endoglucanazelor si celobiohidrolazelor — componente importante pentru
hidroliza materialelor vegetale bogate in celuloza.

In calitate de cea mai apropiati solutie s-a utilizat mediul de cultivare a tulpinii Aspergillus flavus
VKM F3239D cu urmétoarea compozitie (g): coardd de vitd de vie — 10,0; borhot de sfecld — 10,0;
MgSO, — 0,5; NaNO; — 3,0; KCI - 0,5; FeSO4 - 7H,0 — urme, melasd — 10,0; apd pana la 11; pH-ul
inifial 4,5...5,0 [2].

Dezavantajele celei mai apropiate solutii constau in faptul cd mediul nu asigurd realizarea pe
deplin a potentialului tulpinii de a biosintetiza celulaze si xilanaze si randamentul componentelor
complexului enzimatic nu atinge cota maxima.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui mediu nutritiv de cultivare
a tulpinii Asergillus flavus VKM F 3292 D, care si asigure sporirea biosintezei a celor patru
componente ale complexului enzimatic: endoglucanaza, celobiohidrolaza, f-glucozidaza si xilanaza.

Esenta inventiei constid in aceea cd mediul nutritiv propus de cultivare a tulpinii de fung
Aspergillus flavus VKM F 3292 D, producitor de celulaze si xilanaze, contine coarda de vitd de vie si
borhot de sfecld, uscate si maruntite, melasd, sulfat de magneziu (MgSQ,), azotat de sodiu (NaNOs),
clorurd de potasiu (KCl), sulfat de fier hidrat (FeSO4 - 7H,0), apa si suplimentar compusul
coordinativ a-picolinat de cobalt(IIl) (Co(PC); - H,O) in urmatorul raport cantitativ, g:

coardd de vitd de vie 10,0

borhot de sfecld 10,0

melasi 10,0

MgSO, 0,5

NaNO, 3,0

KCl 0,5

FeSO, - 7TH,O urme

Co(PC)s - H;0 0,0048...0,0050
apd pénd la un litru.

Rezultatul inventiei constd in sporirea biosintezei xilanazelor cu 23,14%, endoglucanazelor cu
13,33%, celobiohidrolazelor cu 41,30% , B-glucozidazelor cu 21,45% (rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabel).

Rezultatul obtinut este conditionat de faptul cd addugarea in mediul nutritiv a compusului
coordinativ Co(PC); - H,O in calitate de biostimulator activeazd procesele metabolice, care decurg in
microorganismul dat.

C . Activitatea (u/mL) % fatd de
. y oncentratia .
Denumirea Numarul L ’ . solutia cea
. biostimulatorului L .
enzimelor de probe Control Experientd mai apro-
(gL) o
piata
Xilanaze 10 0,005 3,37+0,23 4,15+0,16 123,14
Endoglucanaze 10 0,005 0,36+0,18 0,41+0,14 113,33
Celobiohidrolaze 10 0,005 0,26+0,13 0,37+0,09 141,30
B-glucozidaze 10 0,005 0,31+0,05 0,37+0,07 121,45

Exemplu de realizare a inventiei

1. Tulpina Aspergillus flavus VKM F 3292 D se cultiva in baloane Erlenmayer de 0,75 L in care
se introduc 0,2 L mediu nutritiv, in conditii de agitare continua (200 rot./min) la temperatura de
28...30°C, timp de 120 ore.
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4
Compozitia mediului (g):
coardd de vita de vie 10,0
borhot de sfecld 10,0
melasa 10,0
MgSO0, 0,5
NaNOs 3,0
KCl 0,5
FeSO,4 -7TH,0O urme
Co(PC); - H,O 0,005
apd péand la un litru
pH-ul initial al mediului 4,5.

Activitatea enzimelor in lichidul cultural s-a determinat prin dozarea zaharurilor reductoare in
urma actiunii acestuia asupra substraturilor specifice. In calitate de astfel de substratuti au servit:
xilanul de ovaz pentru xilanaze, Na — carboximetilceluloza pentru endoglucanaze, hartia de filtru
pentru celobiohidrolaze, p-nitrofenil-p-D-glicopiranozidul pentru B-glucozidaze.

Dupa 120 ore de cultivare in varianta in care lipsea buostimulatorul Co(PC); - H,O activitatea
xilanazelor a constituit 3,910 u/mL, endoglucanazelor — 0, 351 u/mL, celobiohidrolazelor — 0,267
u/mL, iar a B-glucozidazelor — 0,302 w/mL.

fn varianta mediului propus cu adiugarea Co(PC); - H,O in concentratie de 0,005 g/L activitatea
xilanazicd a constituit 4,210 u/mL, endoglucanazica — 0,410 u/mL, celobiohidrolazicd — 0,372 w/mL,
B-glucozidazica — 0,380 u/mL.

2. Tulpina Aspergillus flavus VKM F 3292 D se cultivd in baloane Erlenmayer de 0,75 L in care
se introduce 0,2 L mediu nutritiv, in conditii de agitare continud (200 rot./min) la temperatura 28°C,
timp de 120 ore.

Compozitia mediului (g):

coardd de vitd de vie 10,0

borhot de sfecld 10,0

melasd 10,0

MgSO4 0,5

NaNO3 3,0

KCl 0,5

FeSO, - TH,0O urme

Co(PC); - H,O 0,0048

apd pénd la un litru
pH-ul initial al mediului S.

fn varianta celei mai apropiate solutii in care lipsea biostimulatorul Co(PC); - H;O activitatea
xilanazica a constituit 3,390 wmL, endoglucanazica — 0,362 w/mL, celobiohidrolazicd — 0, 259 w/mL,
B-glucozidazicd — 0, 306 u/mL.

fn varianta optimizati cu adaos de Co(PC); - H,O in concentratie de 0,0048 g/L activitatea
xilanazicd a constituit 4,190 uw/mL, endoglucanazica — 0,412 w/mL, celobiohidrolazicd — 0, 368 u/mL,
B-glucozidazica — 0,379 u/mL.
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S

(57) Revendicare:

Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fung Aspergillus flavus VKM F 3292 D, produca-
toare de celulaze si xilanaza care contine coardd de vitd de vie si borhot de sfecla uscate si maruntite,
melasd, MgSO4, NaNO;, KCl, FeSO,7H,O si apa, avAnd pH-ul initial al mediului 4,5...5,0,
caracterizat prin aceea ci contine suplimentar a-picolinat de cobalt(Ill) (Co(PC);H,0), ingre-
dientele fiind luate in urmatorul raport, g/L:

coarda de vitd de vie 10,0

borhot de sfecla 10,0

melasa 10,0

MgSO4 0,50

NaNO; 3,00

KCl 0,50
FeSO47H,0 urme
Co(PC);H,0 0,0048...0,0050
apa restul.
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