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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la o tulpind de fungi, utilizata la solubilizarea fosfatului

de cobalt.

Este cunoscutd utilizarea tulpinii Aspergillus niger in solubilizarea compusilor insolubili, inclusiv a
fosfatului de cobalt, in acest scop tulpina Aspergillus niger se inoculeazid pe un mediu malt-agar
suplimentat cu fosfat de cobalt [1].

In calitate de cea mai apropiati solutie este cunoscuti metoda de solubilizare a compusilor
insolubili ai cobaltului din roci, minereuri, depozite de deseuri prin utilizarea tulpinii Mucor vulgaris X
Mich., depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene cu numérul CNMN-FD-07 [2].

Neajunsul procedeului constd in aceea ca solubilizarea fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii
Mucor vulgaris X este mai putin efectiva, fiind exprimata prin diametrul mic al zonei de solubilizare in
cultura in vitro.

Problema pe care o solutioneazd inventia constd in sporirea eficientei solubilizarii compusilor
insolubili ai elementelor radioactive, inclusiv a fosfatului de cobalt din sol.

Esenta inventiei constd in aceea ca se propune o tulpind de fungi Penicillium viride 2, depozitata in
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene cu numdarul CNMN-FD-09 pentru solubilizarea
compusilor insolubili ai cobaltului.

Eficienta tulpinii in concentratie de 1,0% si 1,5% fatd de solutia cea mai apropiatd a constituit
141,2% si 116,1%, respectiv.

Tulpina Penicillium viride 2 CNMN-FD-09 sintetizeazd acizi organici s$i enzime pectolitice
extracelulare, care contribuie la solubilizarea compusilor insolubili, de exemplu a fosfatului de cobalt si
transformarea lor in hidroxizi, oxizi sau alti compusi cu o solubilizare joasd, expresatd prin formarea
zonei de solubilizare in jurul coloniei tulpinii in conditii in vitro.

Metoda se realizeaza in felul urmator.

Izolarea fungilor s-a efectuat din sol si din rizosfera plantulelor de soia. Pentru izolarea fungilor din
sol la 1 g de sol s-a addugat 100 ml H,O bidistilata sterild. Dupd agitare, timp de o ord, s-au efectuat 10
dilutii cu api distilati sterild pan la concentratia de 10”. Céte 0,1 ml solutie din fiecare dilutie au fost
dispersate pe suprafata cutiilor Petri cu mediu must-agar. La a 4-a zi din coloniile care cresteau pe
suprafata mediului must-agar s-au transferat bucati mici de miceliu in eprubete cu mediu must-agar. In
scopul izolarii fungilor din rizosfera plantelor radacinute de soia, spilate bine, tinute timp de 25 min in
KMnO,, 2 min in alcool etilic au fost plasate pe cutii Petri cu mediu must-agar si incubate la 25°C timp
de 5 zile la intuneric. Identificarea microorganismelor s-a efectuat conform metodelor cunoscute
(JImrBuHOB M. A. OnpenennTeb MUKPOCKOITHYECKHX IIOYBEHHBIX IpuboB. Hayka, 1967, c. 301).

Testarea izolatelor.

Tulpinile fungice au fost crescute in 10 ¢cm’ de mediu must-agar, ingredientele fiind luate in

urmdtorul raport pentru 1 L:

must de bere 250 ml
apa distilata 750 ml
agar-agar 20 g,

mediul a fost suplimentat cu fosfat de cobalt cu concentratia de 0,5...1,5% in cutii Petri cu diametrul de
90 mm. Inocularea s-a efectuat cu discuri de miceliu cu diametrul de 7 mm, tdiate din coloniile crescute
pe mediul must-agar la 25°C timp de 2...3 zile. Pentru fiecare variantd s-au efectuat trei si mai multe
repetiri. Cutiile Petri s-au incubat la 25°C. S-a masurat diametrul dezvoltdrii coloniei ciupercii si
diametrul zonei de solubilizare din jurul coloniei.

S-a efectuat testarea unui set (n=46) de tulpini fungice. Evaluarea calitativd a potentialului de
biosinteza a tulpinilor de fungi s-a efectuat prin determinarea evolutiei diametrului coloniei fungice si
diametrului de extindere a zonei de solubilizare peste 24, 48, 72, 94 etc. ore de cultivare pe mediul
must-agar (martor), suplimentat cu fosfat de cobalt in concentratie de 0,5...1,5%, conform metodei
propuse de Sayer J.A., Raggett S.L., Gadd G.M. Solubilization of insoluble metal compounds by soil
fungi: development of a screening method for solubilizing ability and metal tolerance. Micological
Research, 1995, 99 (8), p. 987-993.

Exemplul 1

Tulpina Penicillium viride 2 CNMN-FD-09 se creste in cutii Petri pe un mediu must-agar timp de 5
zile. Apoi cu colonii mici de Penicillium viride 2 CNMN-FD-09 cu diametrul de 7 mm se inoculeaza
mediul must-agar suplimentat cu fosfat de cobalt in concentratie de 1,0% si se incubeazi la
t=25...26°C. Incepind cu a doua zi se inregistreazi diametrul coloniei tulpinii Penicillium viride 2 si
diametrul zonei de solubilizare. Ca martor a servit inocularea cu tulpina Mucor vulgaris X a mediului
must-agar. Activitatea tulpinii a fost evaluatd prin inregistrarea diametrului coloniei tulpinii si a zonei
de solubilizare. S-a observat ca diametrul coloniei de solubilizare a fosfatului de cobalt sub actiunea
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tulpinii Penicillium viride 2 a constituit 90,0 mm. Eficienta fatd de solutia cea mai apropiatd Mucor
vulgaris X a constituit 141,2%.

Exemplul 2

Tulpina Penicillium viride 2 se creste in cutii Petri pe mediu must-agar timp de 5 zile. Apoi cu
colonii mici de Mucor vulgaris X cu diametrul de 7 mm se inoculeazd mediul must-agar suplimentat cu
fosfat de cobalt in concentratie de 1,5% si se incubeazi la t=25...26°C. Incepind cu a doua zi se
inregistreazd diametrul coloniei tulpinii Penicillium viride 2 §i diametrul zonei de solubilizare. Ca
martor a servit inocularea cu tulpinile Mucor vulgaris X a mediului must-agar. Activitatea tulpinii a fost
evaluatd prin inregistrarea diametrului coloniei tulpinii si a zonei de solubilizare. S-a observat ca
diametrul coloniei de solubilizare a fosfatului de cobalt sub actiunea tulpinii Penicillium viride 2 a
constituit 90,00 mm. Eficienta fatd de solutia cea mai apropiatd a constituit 116,1%. Datele privind
eficienta tulpinii propuse sunt expuse in tabel, unde sunt prezentate datele comparative ale activitatii
tulpinii Penicillium viride 2 $i Mucor vulgaris X referitor la solubilizarea fosfatului de cobalt.

Tabelul
Influenta unor microorganisme asupra solubilizdrii fosfatului de cobalt
Nr. Tulpina Varianta, concentratia Diametrul zonei de |Eficienta fatd de cea
d/r solubilizare a mai apropiatd
fosfatului de solutie, %
cobalt, mm
1. Mucor vulgaris X Martor, mediu must-agar
Musta-agar + fosfat 63,75+6,25
de cobalt 1,0%
Must-agar + fosfat 77,5+18,75
de cobalt 1,5%
2. Penicillium viride 2 Martor, mediu must-agar -
Musta-agar + fosfat 90,0£0" 141,2
de cobalt 1,0%
Musta-agar + fosfat 90,040 116,1
de cobalt 1,5%

Notd: * — diferenta diametrului zonei de solubilizare a fosfatului de cobalt de catre tulpina
Penicillium viride 2 fatd de Mucor vulgaris X (solutia cea mai apropiatd) este autenticd pentru P<0,5.
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