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1 2
5 vol. intr-un mediu nutritiv steril care contine, g/L:
faind de fasole - 9,0; tarate de grau - 18,0; MgSO; -
0,5; KH,PO, - 2,0; KC1 - 0,5; apa potabild pana la 1
L cu pH-ul mediului 3,0, cultivarea submersd in
baloane Erlenmayer in conditii de agitare la
temperatura de 28...30 C, timp de 144 ore.
Rezultatul constd in majorarea continutului de
enzime amilolitice si in micsorarea duratei de culti-
vare.
Revendicari: 1

Inventia se referd la biotehnologie, in special la

cultivarea submersd a tulpinii de fungi Aspergillus
niger 33-19 CNMN FD 02 si poate fi utilizata in
industria microbiologicd pentru obtinerea enzimelor
amilolitice.

Procedeul, conform inventiei, include cresterea
culturii de fungi pe malt-agar timp de 14 zile,
pregatirea suspensiei de spori prin spalarea culturii
de fungi cu apa distilatd, tratarea suspensiei de spori
cu unde de intensitate joasd cu lungimea 2=7,1
mm, emise in regim continuu, timp de 15 min,
introducerea suspensiei de spori in cantitate de 10% 15
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in special la cultivarea submersd a tulpinii de fungi Aspergillus

niger 33-19 CNMN FD 02 si poate fi utilizatd in industria microbiologicd pentru obtinerea enzimelor
amilolitice.

Majoritatea tehnologiilor existente de obtinere a preparatelor enzimatice amilolitice utilizeaza ca
producatori tulpini de bacterii si fungi miceliali in cultura submersa.

Pentru cultivarea tulpinilor fungice producdtoare de enzime amilolitice se utilizeazd medii, care
contin ca parte minerald diferite modificari ale mediului Czapek si inductori ai sintezei amilazelor:
amidon sau ingrediente naturale cu continut inalt de amidon - fdind de porumb, fdind de fasole, tirate de
grau etc. [1].

in calitate de cea mai apropiati solutie s-a utilizat procedeul de cultivare submersi a tulpinii de fungi
Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 ce include etapele: pregitirea materialului semincer prin spélarea
cu apd distilatd a culturii de 14 zile de pe coloane oblice de malt-agar Czapek, insdmantarea mediului
nutritiv steril cu urmatoarea componentd, g/L: amidon - 3,0; fiind de fasole - 9,0; tarite de grau - 18,0;
KH,PO, - 2,0, KC1 - 0,5, MgSOy, - 0,5, apd potabila pana la 1,0 L; pH initial al mediului 3,0; cultivarea
submersd a tulpinii in conditii de agitare continua (80...200 rot./min) in baloane Erlenmayer cu capacitate
de 1,0 L, cu 0,2 L mediu nutritiv, la temperatura 28...30°C, durata cultivdrii 144 ore. Tulpina a fost
obtinutd in urma iradierii cu raze y cu frecventa de 1500 Hz a suspensiei de spori ai tulpinii Aspergillius
niger 33 [2].

La cultivarea submersa a tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 in conditii proxime
lichidul cultural manifestd activitate amiloliticd de 413...425 uw/mL la hidroliza amidonului solubil in
conditii standard (pH 4,7).

Dezavantajul procedeului cunoscut constd in faptul c¢i in conditii proxime tulpina, fiind o variantd
mutantd, dupa 6 ani de pastrare manifestd tendinte de scddere a activititii enzimatice.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de cultivare
submersa a tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02, care sd asigure sporirea si mentinerea
la nivelul original a capacitatii biosintetice a producétorului.

Esenta inventiei constd in aceea ca procedeul, conform inventiei, include cresterea culturii de fungi
pe malt-agar timp de 14 zile, pregitirea suspensiei de spori prin spdlarea culturii de fungi cu apid
distilatd, tratarea suspensiei de spori cu unde de intensitate joasad cu lungimea A=7,1 mm, emise in regim
continuu, timp de 15 min, introducerea suspensiei de spori in cantitate de 10% vol. intr-un mediu nutritiv
steril care contine, g/L: faina 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 cu pH-ul mediului 3,0. Cultivarea submersi in baloane Erlenmayer in conditii
de agitare la temperatura de 28...30 C, timp de 144 ore.

Rezultatul constd in majorarea continutului de enzime amilolitice i in micsorarea duratei de cultivare.

Ca sursd de unde milimetrice serveste generatorul ,,uUEM-3".

Efectul biostimulator al undelor milimetrice de intensitate joasd este determinat de activarea
sistemelor enzimatice ale celulelor microbiene, urmatd de cresterea vitezei de transport a substantelor
nutritive §i intensificarea proceselor de formare a produselor metabolice (ITnuko B.B., Tlosamstea 11.B.
DreKTpOMarHUTHAS CTHMY/IAIES MPOXYIHPYIOMeH CHOCOOHOCTH MHKPOOPTaHH3MOB H €€ MEXaHH3MEL
[pukiaamuas 6Gnoxumust 1 Mukpobuomorust. 1996, 1. 32, Ne 4, c. 468-472).

Exemplu de realizare a inventiei

Suspensia de spori se pregiteste prin spélarea cu apa distilata sterild a culturii de Aspergillus niger
crescutd timp de 14 zile pe suprafete oblice de malt-agar. Suspensia de spori astfel pregatitd este supusa
actiunii undelor milimetrice de intensitate joasa cu lungimea de undd A=7,1 mm emise in regim continuu
timp de 15 min si in cantitate de 10% vol. intr-un mediu nutritiv steril care contine, g/L: 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 cu pH-ul
mediului 3,0. Cultivarea submersd in baloane Erlenmayer in conditii de agitare 180...200 rot./min la
temperatura de 28...30 C, timp de 144 ore.

Activitatea amiloliticd in lichidul cultural determinatd prin metoda fotocolorimetricd cu iod in
dinamica pe parcursul a 4 zile, incepand cu ziua a 4-a de cultivare a micromicetei a constituit respectiv
430,61 u/mL, 420,64 w/mL si 360,18 u/mL in a 4-a, a 5-a si a 6-a zi de cultivare fata de 320,56 u/mL in
varianta conform celei mai apropiate solutii in ziua a 6-a de cultivare (termenul manifestirii maximei de
biosintezd), ceea ce depdseste cu 34,33, 31,22 si 12,36% activitatea fixatd la cultivarea tulpinii in conditii
proxime (tabelul).
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Tabel

Modificarea activititii amilolitice a tulpinii Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 in functie de

5 actiunea undelor milimetrice de intensitate joasd cu lungimea A=7,1 mm
Regimul Durata Activitatea amiloliticd
de ad-azi aS-azi ab-azi
iradiere, u/mL %o uw/mL %o u/mL %o
min
Cu 10 177,08 55,24 241,06 75,20 241,15 75,23
impulsuri 15 251,19 78,36 181,18 56,52 386,59 120,6
cu 20 26587 82,94 320,56 100 333,76 104,12
frecventa
8 Hz
Cu 10 371,85 116,0 378,26 118,0 465,86 145,33
impulsuri 15 258,53 80,65 200,35 62,50 267,67 83,51
cu 20 123,03 38,38 101,30 31,60 238,56 74,42
frecventa
16 Hz
10 280,52 87,51 121,33 37.85 320,56 100
Frecvent 15 148,51 46,33 261,00 81,42 214,87 67,03
20 267,82 83,55 80,81 25,21 294,11 91,75
10 133,93 41,78 178,14 55,57 280,52 87,51
Continuu 15 430,61 134,33 420,64 131,22 360,18 112,36
20 212,50 66,29 350,78 109,43 478,92 1494
Martor 0 167,75 - 220,59 - 320,56 100

* fad de martor in ziua manifestirii maximei de biosinteza.

10
(57) Revendiciri:

Procedeu de cultivare submersd a tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02
care include cresterea culturii de fungi pe malt-agar timp de 14 zile, pregitirea suspensiei de spori prin
spalarea culturii de fungi cu apa distilatd, tratarea suspensiei de spori cu unde de intensitate joasd cu

15 lungimea A=7,1 mm, emise in regim continuu, timp de 15 min, introducerea suspensiei de spori in
cantitate de 10 % vol. intr-un mediu nutritiv steril care contine, g/L: fdina de fasole - 9,0; tarate de grau -
18,0; MgSO, - 0,5; KH,PO, - 2,0; KCI - 0,5; apa potabild pand la 1 L cu pH-ul mediului 3,0, cultivarea
submersd in baloane Erlenmayer in conditii de agitare la temperatura de 28...30°C, timp de 144 ore.

20
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