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Descriere: 3

Inventia se referd la biotehnologii microbiologice, in particular la mediul nutritiv de cultivare
a tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292 D — producédtor de enzime lipolitice folosite la
dezintegrarea tesuturilor vegetale, si poate fi utilizatd in industriile microbiologicd, alimentard,
eterooleaginoasa, farmaceuticd.

Pentru obtinerea enzimelor hidrolitice este cunoscut mediul nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi
Aspergillus flavus VKM F 3292 D cu urmatoarea compozitie (g): coarde de vitd de vie — 10,0; MgSO, - 0,5;
NaNO; — 3,0; KC1 - 0,5; FeSOy - TH,O — 0,01; melasa — 10,0; apa de robinet pana la 1,0 L; pH initial —
4,5...50[1].

Dezavantajul acestui mediu constd in randamentul scdzut al unor componente ale complexului
enzimatic hidrolitic (-glucozidaze — 0,31 U/mL si xilanaze — 3,37 U/mL), sintetizat de tulpina de fungi
Aspergillus flavus VKM F 3292 D, care nu asigurd realizarea deplind a potentialului ei biosintetic.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu nutritiv de cultivare care
sd asigure sporirea capacitatii biosintetice a tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292D, in special
sporirea biosintezei f-glucozidazelor si xilanazelor - componente importante ale complexului enzimatic
hidrolitic in vederea dezintegrarii profunde a materialelor vegetale.

Esenta inventiei constd in faptul ci se propune un mediu nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi
Aspergillus flavus VKM F 3292 D, (variante), care contine coarde de vitd de vie uscate si mdruntite, borhot
de sfecld uscat §i mdruntit, melasd, sulfat de magneziu (MgSQOy,), azotat de sodiu (NaNO;), clorurd de
potasiu (KCl), sulfat de fier hidrat (FeSO, - 7H,0), apa de robinet, in care suplimentar, in calitate de
stimulatori ai biosintezei -glucozidazelor si xilanazelor se adaugd unul din compusii coordinativi ai Zn(Il)
cu aminoacizi, la concret:

Varianta 1: compusul coordinativ Zn(D-Ser); in urmatorul raport cantitativ al elementelor, g:

Coarde de vitd de vie 10,0

Borhot de sfecla 10,0

Melasi 10,0

MgSO, 0,5

NaNO; 3,0

KCl1 0,5

FeSO, - TH,0O 0,01

Zn(D-Ser), 0,001...0,010

Apd de robinet panilalL.
Varianta 2: compusul coordinativ Zn(I.-Ala), in urmatorul raport cantitativ al elementelor, g:

Coarde de vita de vie 10,0

Borhot de sfecla 10,0

Melasa 10,0

MgSOy4 0,5

NaNO; 3,0

KCl1 0,5

FeSO, - TH,O 0,01

Zn(I-Ala), 0,001...0,010

Apd de robinet panilalL.
Varianta 3: compusul coordinativ Zn(D-Ala), in urmétorul raport cantitativ al elementelor, g:

Coarde de vitd de vie 10,0

Borhot de sfecla 10,0

Melasa 10,0

MgSOy4 0,5

NaNO; 3,0

KCI 0,5

FeSO, - TH,O 0,01

Zn(D-Ala), 0,001...0,010

Apd de robinet panilalL.

Rezultatul inventiei constd in sporirea productivitatii biosintezei f-glucozidazelor cu 49,67...65,91% si
a xilanazelor cu 52,22...64,98% fatd de cea mai apropiatd solutie.

Pe langd aceasta inventia mai prezintd si urmdtoarcle avantaje: posibilitatea sintezei orientate a
complexului enzimatic hidrolitic cu compozitie programatd in concordantd cu componenta materialului
supus hidrolizei; posibilitatea utilizdrii a 3 variante de medii nutritive echivalente dupa efect pentru
cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292 D.
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Efectul biostimulator este conditionat de insugirea elementelor chimice indispensabile care intrd in
compozitia compusilor coordinativi: Zn(II), aminoacizii, de a regla metabolismul microorganismelor
(Hemoxmra D.I'., Epomma B.JI. HesameHHMBle XHMHYECKHE 3IEMEHTH B DETYJLINHH MeTaboIH3Ma
MHKpOOpraHu3MoB. Ycnexu mukpoduonorun. Hayka, Mocksa, 1992, ¢. 126-142).

Exemple de realizare a inventiei

1. Pentru cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292 D in 10 baloane Erlenmayer cu
volumul de 750 ml s-au introdus céte 200 ml mediu de nutritie cu urmétoarea compozitie, g:

Varianta 1:

Coarde de vitd de vie 10,0

Borhot de sfeclda 10,0

Melasa 10,0

MgSO, 0,5

NaNO3 3,0

KCl 0,5

FeSO, - TH,O 0,01
Zn(D-Ser), 0,001...0,010
Apd de robinet panilalL.

Cultivarea s-a realizat in conditii de agitare continua (200 rot./min) la temperatura de 28°C, timp de 96
h, valoarea initiala a pH —4,5.

Activitatea P-glucozidazelor s-a determinat dupd actiunea asupra substratului p-nitrofenil B-D-
glucopiranozid, activitatea xilanazelor — dupd actiunea asupra xilanului de ovdz prin dozarea substantelor
reducdtoare acumulate in mediu de reactie (Mcmamnopa JI.1O., Jlornnosa JI.T. BnmsHue HEKOTOpBIX
BEIIECTB Ha OHOCHHTE3 LEIUEOIO3b] TEPMOTOICPAHTHOrO rpuba Aspergillus terrus. Ilpukiansas GHOXHM. U
MuKpobuoiL, T. XI, Beim. 5, 1975, ¢. 676-677).

Dupa 96 h de cultivare in varianta celei mai apropiate solutii activitatea xilanazelor a constituit 3,37
U/mL, iar B-glucozidazelor 0,36 U/mL.

In varinta mediului propus (var. 1), in care elementul nou introdus suplimentar este Zn(D-Ser),
activitatea xilanazelor si §-glucozidazelor a constituit respectiv 5,41 U/mL si 0,511 U/mL., sau cu 60,53% si
65,91% mai superioard mediului celei mai apropiate solutii.

Analogic exemplului 1 au fost efectuate experiente cu componenta mediului din variantele 2 si 3 in care
elementele noi introduse au fost compusii coordinativi Zn(L-Ala),, (varianta 2) si Zn(D-Ala), (varianta 3),
conditiile de cultivare fiind identice.

Rezultatele experientelor se prezintd in tabel.

Variantele Numaérul Concentra- o . Activitatea
mediilor de probe tiile Activitatea xilanazelor B-glucozidazelor
comp. U/mL % fatd de U/mL % fatd de
coord. (g/L) solutia cea solutia cea
mai apropiatd mai apropiatd
Mediul celei
mai  apropiate 10 - 3,37+0,23 100,00 0,310,05 100,00
solutii
Mediile
propuse: 10 0,001 5,41+0,12 160,53 0,51£0,06 16591
Varianta 1 10 0,005 5,56+0,31 164,98 0,49+0,03 158,44
Zn(D-Ser), 10 0,010 5,67+0,25 168,24 0,42+0,14 135,71
Varianta 2 10 0,001 5,13+0,18 152,22 0,47+0,05 152,92
Zn(1-Ala), 10 0,005 5,25+0,27 155,78 0,44+0,09 144,16
10 0,010 5,46+0,36 162,02 0,43+0,06 138,63
Varianta 3 10 0,001 5,56+0,21 164,98 0,46+0,07 149,67
Zn(D-Ala), 10 0,005 5,46+0,13 162,02 0,42+0,09 135,38
10 0,010 5,65+0,25 167,65 0,40+0,10 131,17

Datele din tabel indica faptul cd in cazul utilizarii mediului propus (variante) cu includerea compusilor
coordinativi ai Zn(Il) in concentratie de 0,001, 0,005, 0,010 g/L activitatea xilanazelor si B-glucozidazelor
este superioard activititii respective pe mediul celei mai apropiate solutii.

Activitatea maxima a B-glucozidazelor a fost inregistrati la utilizarea concentratiei biostimulatorului de

0,001 g/L si constituie 149,67...165,91%, cu 49,67...65,91% mai superioard fatd de solutia cea mai
apropiatd. Activitatea xilanazelor creste odatd cu majorarea concentratiei biostimulatorului de la 0,001 la
0,010 g/L. Astfel cum la o marire semnificativi a concentratiei biostimulatorului de 5...10 ori
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(0,005...0,010 g/L) activitatea xilanazelor creste neinsemnat (in mediu 2...7%) din considerente economice
se recomanda utilizarea concentratiei de 0,001 g/L. Sporirea activitdtii xilanazelor in mediul propus
(variante) alcatuieste 52,22...64,98% fatd de solutia cea mai apropiata.

(57) Revendiciri:

1. Mediu nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292 D, care contine
coarde de vitd de vie si borhot de sfecld uscate si maruntite, melasd, MgSO,4, NaNO;, FeSO, -7H,0 si apa
de robinet caracterizat prin aceea ca suplimentar contine compusul coordinativ Zn(D-Ser),, in urmatorul

raport al ingredientelor, in g:

coarde de vitd de vie
uscate $i maruntite
borhot de sfecla
uscat si maruntit
melasa

MgSO,

NaNO;

KCl1

FeSO, - TH,O
Zn(D-Ser),

apd de robinet

10,0

10,0

10,0

0,5

3,0

0,5

0,01
0,001...0,010
panilalL.

2. Mediu nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292 D, care contine
coarde de vitd de vie si borhot de sfecld uscate si maruntite, melasd, MgSO,4, NaNOs, FeSO, -7H,0 si apa
de robinet caracterizat prin aceea cé suplimentar contine compusul coordinativ Zn(L-Ala),, in urmétorul

raport al ingredientelor, in g:

coarde de vitd de vie
uscate $i maruntite
borhot de sfecld
uscat si maruntit
melasa

MgSO,

NaNO;

KCl

FeSO, -7TH,0
Zn(L-Ala),

apd de robinet

10,0

10,0

10,0

0,5

3,0

0,5

0,01
0,001...0,010
panilalL.
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3. Mediu nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi Aspergillus flavus VKM F 3292 D, care contine
coarde de vitd de vie, borhot de sfecld, melasd, MgSO,4 NaNO,;, FeSO; -7TH,O si apid de robinet,
caracterizat prin aceea ca suplimentar contine compusul coordinativ Zn(D-Ala),, in urméatorul raport al
ingredientelor, in g:

coarde de vitd de vie

uscate $i maruntite 10,0

borhot de sfecla

uscat §i maruntit 10,0

melasi 10,0

MgSO, 0,5

NaNO; 3,0

KCl1 0,5

FeSO, - TH,O 0,01
Zn(D-Ala), 0,001...0,010
apd de robinet panilalL.
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