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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. In biotehnologiile moderne cele mai largi
utilizari cunosc enzimele din clasa hidrolazelor. Marcate prin particularitatea specifica de a
degrada polimerii naturali (amidonul, celuloza, pectina, lipidele) in substante mai simple,
hidrolazele constituie baza multor tehnologii in diverse domenii.

Piata globald a enzimelor, evaluatd in 2021 la peste 11 miliarde USD, raméne a fi
dominatd de hidrolaze, in particular de proteaze, amilaze, lipaze si celulaze. Printre acestea,
amilazele, catalizatori ai reactiei de scindare a amidonului in zaharuri cu masa moleculara mica,
prezintd cea mai importanta grupa de enzime utilizata in biotehnologiile performante. Conform
datelor din literatura de specialitate ele constituie 30% din volumul total al enzimelor produse la
scara industriala. Consumatori al amilazelor sunt industria alimentara, textila, chimica, medicina,
agricultura etc. [9, 10, 13, 14, 16, 20].

Amilazele de origine microbiand prezinta avantaje considerabile fatd de cele de origine
redus al materiei prime microbiologice [10, 13]. Dintre microorganisme, performanti producatori
ai complexului amilolitic (a- si B- amilaza, glucoamilaza) sunt recunoscuti fungii miceliali,
indeosebi reprezentantii genului Aspergillus [1, 2, 6, 20]. Avantajul fungilor, ca producatori al
complexului amilolitic, fata de alte microorganisme, o constituie capacitatea lor de a secreta
enzimele in mediul de nutritie, simplificand mult tehnicile de recuperare a fermentilor din
filtratele de cultura [19].

Tn Republica Moldova enzimele amilolitice sunt antrenate Tn majoritatea ramurilor
traditionale ale economiei: la fabricarea painii si produselor de patiserie, producerea glucozei
cristaline si a alcoolului, producerea conservelor si sucurilor din fructe si legume, in vinificatie,
in producerea berii, Tn zootehnie, Tn medicina umana si veterinara, in procesarea amidonului si a
materialelor amidonoase. Remarcabil este faptul ca preparate enzimatice in Republica Moldova
nu se produc, iar necesitatile industriilor Tn enzime se acopera prin import.

Elaborarea tehnologiilor de producere a preparatelor enzimatice prin sinteza orientatd cu
tulpini selectate de fungi in calitate de producatori de enzime, stabilirea cailor de dirijare
calitativa si cantitativa a potentialului biosintetic, creareca procedeelor economic avantajoase,
ecologic inofensive de reglare si control ale proceselor microbiene sunt actuale, oportune,
corespund tendintelor mondiale de dezvoltare a stiintelor biologice si ale societatii.

Scopul lucrarii: Elaborarea procedeelor inovative de sinteza orientatd a amilazelor

extracelulare la cultivarea submersa a tulpinii fungice Aspergillus niger CNMN FD 06.



Obiectivele cercetarii:

1. Stabilirea exigentelor nutritive, particularititilor morfo-culturale si conditiilor optime de
cultivare a tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06 ca obiect cu potential biotehnologic;
2. Optimizarea conditiilor de sinteza orientatd a enzimelor amilolitice de cétre tulpina

Aspergillus niger CNMN FD 06, utilizand ca stimulatori si reglatori de crestere influenta

iradierii electromagnetice de intensitate joasda in diapazon milimetric, compusii

coordinativi ai metalelor si nanoparticulele;
3. Stabilirea parametrilor optimi de separare a preparatului enzimatic amilolitic din lichidul
cultural al tulpinii n studiu.

Ipoteza de cercetare: Capacitatea de biosinteza orientatd a amilazelor exocelulare la
tulpina de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 06, selectata destinat ca producent de
enzime amilolitce, valorificatd prin evidentierea si argumentarea perspectivei utilizarii
compusilor coordinativi ai metalelor de tipul ,,s” si ,,d”, a compusilor Co (III) cu anioni fluorurati
din clasa dioximelor, a nanoparticulelor metalelor Ti, Fe, Cu, Zn si iradierii electromagnetice in
diapazon milimetric, asigura cresterea capacitatii de sintezd microbiand orientatd a
producatorului si elaborarea strategiilor de sporire a performantelor tehnologice in cultivarea
fungilor miceliali.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese:

In conformitate cu scopul si obiectivele trasate, in vederea demonstrarii ipotezelor de

cercetare Tnaintate, au fost aplicate metode clasice s1 moderne de studiu, inclusiv:

metode microbiologice de identificare a particularitatilor morfo-culturale si fiziologo-

biochimice a culturilor, de cultivare si pastrare a tulpinilor biologice-potentiali producenti de

produse biologic active;

— metode fizico-chimice (gravimetrice, fotocolorimetrice, spectrofotometrice, potentiometrice)
si biochimice clasice si moderne de apreciere a parametrilor tulpinii Tn studiu, al activitatii si
calitatii compusilor biologici sintetizati;

— metode standardizate, conform reglementdrilor normative de obtinere si evaluare a calitatii
enzimelor amilolitice obtinute;

— metode de valorificare a cercetarilor la nivel de statie pilot;

— metode matematice de planificare a experimentelor, de analizd comparativa si de evaluare

statistica a rentabilitétii preparatelor amilolitice obtinute si tehnologiilor elaborate.



CONTINUTUL TEZEI:

1. ASPECTE GENERALE PRIVIND ENZIMELE AMILOLITICE,
PRODUCATORII PERSPECTIVI SI METODE DE SINTEZA ENZIMATICA
AMELIORATA (Reviul literaturii)

Studiul analitic al literaturii de specialitate si sinteza celor mai relevante si de ultima ora
cercetari Tn domeniul tehnologiilor microbiologice, valorificdrii potentialului de biosinteza
enzimatici a microorganismelor ca producatori efectivi si de perspectivd a complexelor
enzimatice, argumenteaza actualitatea cercetarilor efectuate, importanta teoretica si practica a
investigatiilor de valorificare al potentialului de sintezd orientatd a enzimelor amilolitice,
detectarea unor noi metode de intensificare a capacitatii biosintetice a producatorului, elaborarea
procedeelor, tehnologiilor rentabile si efective de sintezd microbiand orientatd a enzimelor
amilolitice.

Actualitatea §i necesitatea obtinerii de noi preparate amilolitice, datoritd utilizarii cu
succes a acestora in industriile farmaceutice si alimentare, valorificarea potentialului de sintezd a
amilazelor de catre micromiceta A. niger CNMN FD 06, care ramane in continuare o sursa
promitatoare de compusi biologic activi, este elucidatd in sinteza literaturii prezentatd in acest
capitol si ofera un suport teoretic important pentru cercetdarile reflectate in capitolele

experimentale.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Materiale si obiectul de cercetare

Obiect de studiu a servit tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN FD 06 -
producatoare de amilaze, pastratd in colectia laboratorului Biotehnologia fungilor si Colectia
Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie
(CNMN).

La etapa de screening al tulpinilor de micromicete din colectia laboratorului, dupa
capacitatea de a sintetiza enzime amilolitice, in cercetare au fost utilizate 37 de tulpini de
microorganisme din genurile: Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Penicillium, Rhizopus,
Trichoderma, precum si 14 tulpini izolate din solurile din zona centrala a Republicii Moldova.

Studiile de ameliorare a potentialului biosintetic al tulpinii A.niger CNMN FD 06 au fost
efectuate in doud directii: cu utilizarea biostimulatorilor de naturad chimica (compusi coordinativi
ai metalelor de tranzitie cu diversi liganzi si nanocompozite) [8] si aplicarea undelor milimetrice

de intensitate joasa (UMM). In calitate de sursi de UMM de intensitate joasi a servit generatorul



lavi-1, cu lungimea de unda (A) 5,6-7,1 mm, frecventa 8 sil6Hz, emise in regim periodic si
continuu.

Pentru evidentierea influentei biostimulatorilor de naturd chimicd asupra sintezei
amilazelor la tulpina in studiu au fost testati 32 de compusi coordinativi (CC), structurati in 6
grupe: CC ai Zn (II) cu aminoacizi in diferite forme (11 compusi); CC ai Cu (II) cu acetil
acetona si picolinati (5 compusi); CC ai Co (II)-ului si Cr (I)-ului (5 compusi); dioximati ai Co
(IIT) cu F (I) (2 compusi); CC ai Co (II) cu liganzi oximici si F (5 compusi); CC heterometalici
ai elementelor ,,s” (4 compusi).

Pentru stabilirea actiunii nanooxizilor metalici asupra dezvoltarii tulpinii A. niger CNMN
FD 06 si sintezei orientate a enzimelor amilolitice, precum si in vederea verificarii parametrilor
optimali de aplicare a nanoparticulelor (NP) in diferite concentratii au fost utilizate NP
anorganice in special in baza oxizilor metalici: nanoparticule de titan: dioxid de titan (TiO),
nanopulberi, cu dimensiuni initiale de 21 nm; TiSiO4 < 50 nm si TiO, < 100 nm; nanoparticule
de cupru: oxid de (CuO) nanopulbere, cu dimensiuni < 50 nm si Cu metalic (99,5%) cu
dimensiuni < 60-80 nm; nanoparticulele oxidului de zinc: oxid de Zn (II) (ZnO < 50 nm),
nanopulbere si nanoparticulele oxidului de fier: Fe (Il, 111) oxid (Fe3O4 cu dimensiuni de 50 -
100 nm) nanopulbere, oferite de Institutul de Inginerie Electronica si Nanotehnologii ,,D. Ghitu”
si procurate ca reagenti (firma Aldrich).

2.2. Metode de cercetare

Au fost utilizate metode si tehnici adaptate pentru aplicare 1n investigatiile microbiologice a
proceselor de enzimogeneza la micromicete. Studiul particularitatilor morfologice s-a efectuat pe
mediile agarizate Czapek, Reistrich, malt-agar, malt-agar +1% amidon. Optimizarea mediului de
cultivare s-a efectuat prin testarea unor retete de medii nutritive, recomandate in literatura [1,
19], ca optimale pentru cultivarea fungilor.

Cultivarea tulpinii in studiu s-a efectuat in fermentatorul BIOSTATR A plus (Sartorius,
Germania) cu capacitate de 6,6 L, volumul de lucru 0,6-5 L, viteza de aerare, (L/min.) - 1,3-13,0
viteza de agitare (rpm) 20-100. Dozarea activitatii enzimelor amilolitice s-a efectuat prin metoda
colorimetrica cu iod [19]. Prelucrarea matematica a datelor experimentale si interpretarea grafica

a rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul programului MS Office (Excel).

3. STABILIREA PARTICULARITATILOR MORFO-CULTURALE SI
FIZIOLOGO-BIOCHIMICE ALE TULPINII A. NIGER CNMN FD 06
3.1. Evaluarea comparativad a capacitatii de sintezad a amilazelor exocelulare si

selectarea mediului optim de cultivare a tulpinii A. niger CNMN FD 06



Compartimentul prezinta rezultatele obtinute la identificarea producentului, cu capacitate
maxima de sintezi a amilazelor exocelulare. Tn acest scop trierilor au fost supuse 51 de tulpini de
micromicete din genurile Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Penicillium, Rhizopus,
Trichoderma, precum si tulpini izolate din solurile din zona centrala a Republicii Moldova. Ca
rezultat al screening-ului (realizat in cateva etape) au fost stocate in colectia laboratorului
Enzimologie, ca perspectivi producatori de amilaze, cu capacitate stabila de biosinteza, 6 tulpini
de micromicete care, in conditiile experimentului (sinteza enzimatica la valori de pH 4,7 si in
conditii de aciditate sporitd, pH 2,5), au manifestat activitate amilolitica superioara: A.niger 412
(49,99 - 97,79 U/mL), A. niger 33 (79,63 - 114,14 U/mL), T. harzianum (64,40 - 124,09 U/mL),
P. funiculosum (53,44 - 83,74 U/mL), P. chrysogenum (45,59 - 76,63 U/mL), tulpinile nr. 77
(46,16 - 76,11 U/mL), nr. 209 (57,89 - 95,70 U/mL) si tulpina nr. 222 (64,40 - 124,09 U/mL)
(Tabelul 3.1.).

Tabelul 3.1. Evaluarea comparativa a unor tulpini de fungi miceliali dupa criteriul de
sinteza a amilazelor exocelulare pe mediul ce contine inductor (0,3% amidon)

NI Activitatea amilolitica, U/mL
ort Tulpina pH 4,7 pH 2,5

4 zile 6 zile 7 zile 4 zile 6 zile 7 zile
1 Alternaria alternata 8,66 1,89 0,69 19,84 8,32 2,15
2 Aspergillus terreus 65 8,50 14,39 13,98 0,00 16,18 4,89
3 Aspergillus flavus 76 5,058 4,34 6,14 0,00 8,52 8,69
4 Aspergillus flavus 76 (miceliu) 0,00 19,95 36,02 0,00 36,18 83,76
5 Aspergillus niger 33 21,65 | 49,99 79,63 39,68 94,16 | 114,14
6 Aspergillus niger 412 10,62 | 49,99 6,9 61,47 97,79 10,62
7 Aspergillus sp. 7,13 46,16 20,15 30,73 76,11 43,05
8 Aspergillus niger USA MV (RO) | 10,50 | 17,37 19,95 34,28 49,18 48,79
9 Rhizopus arrhizus 1,79 1,89 12,14 0,00 6,14 48,89
10 Rhizopus orizae 6,29 9,48 32,16 2,12 7,29 29,77
11 Penicillium chrysogenum 21,52 | 25,99 45,59 76,63 54,21 65,94
12 Penicillium funiculosum 9,98 15,75 53,44 43,05 48,13 83,74
13 Trichoderma koningii 7,16 5,74 6,87 0,00 6,87 6,87
14 Trichoderma harzianum 17,89 | 64,40 20,12 85,26 124,09 | 43,36
15 Trichoderma lignorum 9,05 25,85 7,60 0,00 2,87 8,52
16 Nr. 77 7,13 46,16 20,15 30,73 76,11 43,05
17 Nr. 209 21,52 | 15,75 57,89 65,10 72,37 95,70
18 Nr. 222 17,89 | 64,40 20,12 85,26 124,09 | 43,36
19 Nr. 228 6,48 18,34 10,84 19,84 30,55 18,84

Astfel, in rezultatul cercetarilor de triere a capacitatii de sinteza al enzimelor amilolitice,
micromiceta A. niger 33, care a manifestat rezultate mai stabile, confirmand potentialul superior
de activitate amilolitica, inclusiv in conditiile de aciditate sporita (pH 2,5), a fost utilizata in

cercetarile ulterioare.



In scopul identificarii compozitiei si abundentei mediului nutritiv, care poate modifica
intensitatea proceselor biologice, influentdnd dezvoltarea §i activitatea biosinteticd a celulei
microbiene si biosinteza enzimelor amilolitice, au fost utilizate la cultivarea submersa a
producentului sase medii nutritive (nr. 1 - nr. 6), recomandate de Graciova .M., (1989) [19] care
contin 2% de amidon sau faind de porumb (3%) in diverse combinatii cu malt (1%), boabe de
soia (1%) sau extract de porumb (1%). Partea minerala al acestor medii contine sarurile de
MgSQ,, KCI1 si CaCl,. De importanta este continutul (NHy4),PO,4 Tn aceste medii, astfel cum, in
conformitate cu datele din literatura de specialitate [14, 16, 19, 20], utilizarea acestor substante
in calitate de sursd de azot intensificd semnificativ biosinteza compusilor biologici. Mediile
nutritive (nr.7 si nr.8), recomandate ca optimale pentru obtinerea de amilaze de A. Anghel si col.,
(1988) [1] contin faina de fasole sau faina de porumb, amidon, tarate de grau si aceleasi saruri
minerale ca si mediile mentionate anterior. In calitate de martor a servit mediul Czapek
modificat, care contine in calitate de inductor amidon (3%). Rezultatele (Tabelul 3.2.) arata ca
mediile testate nr. 1, 4 si 8 sunt foarte favorabile pentru tulpina A. niger CNMN FD 06,
activitatea amilolitica constituind, respectiv 77,60 U/mL, 88,30 U/mL, si 143,40 U/mL.

Tabelul 3.2. Activitatea amilolitici a tulpinii A. niger CNMN FD 06 pe medii nutritive
cu diferite surse de amidon

. . .. .o » Activitatea amilolitica

Numarul si compozitia mediului de cultura, (g/L) U/mL % fatd de martor
Nr.1. amidon - 4; extract de porumb - 10; MgSQO,- 0,5; KCI - 88,30 +0,11 961,87
15; CaC|2 - 0,1, (NH4)2HPO4 - 9,0
Nr.2. amidon - 4,0; malt - 2,0; MgSO, - 0,5; KCI - 1,5; 21,10+0,07 229,84
CaCl, - 0,1; (NH4),HPO, - 9,0
Nr.3. amidon - 4,0; faina soia - 2,0; MgSO, - 0,5; KCI - 1,5; 13,67+0,01 148,91
CaC|2 -0,1; (NH4)2HPO4 -9,0
Nr.4. faina de porumb - 6,0; extract de porumb - 10,0; 77,60+0,15 845,31
MgSQ, - 0,5; KCI - 1,5; CaCl, - 0,1; (NH,),HPO, - 9,0
Nr.5. faind de porumb - 6,0; malt - 2,0; MgS0O,-0,5; KCI - 13,85+0,35 148,91
1,5; CaC|2 ‘0,1; (NH4)2HPO4 - 9,0
Nr.6. fdind de porumb - 6,0; boabe de soia - 2,0; MgSO;, - 10,40+0,02 113,28
0,5; KCI - 1,5; CaCl, - 0,1; (NH,),HPO, - 9,0
Nr. 7. faina de porumb - 4,0; faina de fasole - 0,6; tarate de 6,33+0,41 68,95
grau - 1,4; KH,PO,- 0,5; CaCl,- 0,5
Nr.8. amidon - 0,6; fdind de fasole - 1,8; tarate de grau - 143,40+0,07 1562,09
3,6; MgSO, - 0,4875; KCI - 0,4875; KH,PO, - 1,05
Nr.9. control, mediul Czapek imbogitit cu amidon - 3,0; 9,18+0,19 100
NaNQ; - 0,9; FeSO, - 0,001; KH,PO, - 0,1; MgSO, - 0,05;
KCI - 0,09; apa din robinet.

Astfel, a fost confirmat exeperimental cd, pentru obtinerea complexului amilolitic,
optimale sunt mediile de culturd care includ in compozitia lor diverse raporturi - faind si extract

de porumb, amidon, fdind de fasole si tarate de grau. Orice schimbare a compozitiei mediului de



cultura, care reduce consumul de materie prima sau energie, utilizarea in calitate de materie
prima a deseurilor si valorificarea acestora este consideratd mai ecologicd si mai de perspectiva

pentru biotehnologie si economiile sustenabile.

3.2. Aspecte morfo-culturale si fiziologo-biochimice ale micromicetei n studiu

Particularitatile morfologice de baza ale coloniilor micromicetei A. niger CNMN FD 06
au fost studiate pe diferite medii nutritive: mediul Reistrich, extract de malt agarizat, mediul
Czapek agarizat, dar cea mai favorabild crestere a fost urmarita la cultivarea micromicetei pe
medii nutritive ce contin extract de malg-agar suplimentat cu 1% de amidon. Totodata, deoarece
variabilitatea naturala poate duce la pierderea proprietatilor biosintetice pretioase, la degenerarea
tulpinii, dar si la aparitia in populatie a unor variante cu proprietati sintetice superioare [2, 4],
proces conditionat de adaptarea organismului la conditiile de mediu, s-au efectuat cercetari in
vederea identificarii, selectdrii, separarii i studierii capacitatii de hidrolizd enzimatica ale
diferitor variante morfo-coloniale identificate la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06.

Cultivarea tulpinii Tn studiu pe mediul Czapek agarizat, suplimentat cu 1% de amidon, a
permis identificarea coloniilor morfologic distincte, notate simbolic prin A, B, C, D. Pentru a
stabili daca aspectele morfologice si capacitatile de enzimogeneza a complexului amilolitic ale
fiecarui tip de colonie identificat se mentin in timp a fost efectuata testarea activitatii amilolitice
in trei etape. In calitate de martor a servit tulpina initald A.niger 33.

Tn toate etapele de testare (Tab 3.3.), capacitatea mai sporitd de enzimogeneza amilolitica
a fost remarcata la varianta A, care a manifestat potential Tnalt si stabil de sintezd a enzimelor
amilolitice la ambele valori de pH, inregistrand o crestere, fatd de martor, cu 88,35 U/mL pentru
hidroliza la pH 4,7 si cu 124,67 U/mL (etapa 111) la hidroliza amilazelor acid-stabile (pH 2,5).

Tab.3.3. Dinamica activitatii amilolitice (U/mL), manifestata la variantele separate la
tulpina fungica A. niger CNMN FD 06

Variantele Etapa | Etapa Il Etapa Il
modificate pH 2,5 pH 4,7 pH 25 pH 4,7 pH 2,5 pH 4,7
A 190,44+0,03 | 110,60 0,05 | 180,47+0,07 | 169,58 +0,03 | 243,53+0,04 | 197,04 £0,02
B 165,22+0,01 | 78,05+0,02 141,25+0,01 | 147,78+0,01 | 206,62+0,01 | 149,96+0,04
C 152,14+0,02 | 62,02+0,01 129, 58+0,10 | 97,66+0,05 123,22+0,08 | 96,52+0,01
D 178,29+0,07 | 56,26+0,05 156,50+0,14 | 139,07+0,05 | 184,83+0,07 | 160,86+0,04
Martor | 96,01+0,01 86,77+0,01 115,09+0,01 | 97,66+0,02 118,86+0,01 | 108,69+0,02

Astfel studiul variabilitatii naturale a tulpinii in studiu a permis segregarea culturii in

variante morfologice distincte, identificarea si izolarea variantei morfologice cu cel mai nalt

10




potential de sinteza enzimatica, manifestat pentru ambele tipuri de amilaze acid-labile (197,04
U/mL) si acid-stabile (243,53 U/mL). Varianta selectatd a fost depozitatd in Colectia Nationala
de Microorganisme Nepatogene cu cifrul atribuit CNMN FD 06 si a fost selectatd ca potential
producent de enzime amilolitice (Brevet MD 2836. BOPI. Nr.8. 2005).

3.3. Stabilirea dependentei biosintezei amilolitice de valorile de t°C si durata de
cultivare a micromicetei A. niger CNMN FD 06

Determinarea temperaturii optime de cultivare, care favorizeaza sinteza maximala a
amilazelor extracelulare s-a realizat prin cultivarea tulpinii la trei regimuri de tempratura (20°C,
30°C si 40°C) fiind determinate, pe parcursul a 2-9 zile de cultivare, valoarea pH-ului lichidului
de cultivare si activitatea amilolitica la doua valori de pH 2,5 si 4,7. A fost stabilit ca la
temperaturi mai scazute (20°C) procesele de biosinteza sunt lente. Prima manifestare a activitatii
amilazelor se inregistreaza in a sasea zi de cultivare. Totodatd, putem remarca ca, in procesul de
cultivare submersa, pH-ul lichidului cultural al micromicetei in studiu deviaza pe parcursul
cultivarii de la valoarea initiala 5,00, osciland in limitele 3,62-6,15 la t=20°C, 4,55-7,03 la
t=30°C si 4,6-6,11 la t=40°C. Tn acest mod am constatat ci, micromiceta isi ajusteaza pH-ul
mediului de culturd in functie de temperatura de cultivare si intensitatea procesului de
enzimogeneza.

Mirirea temperaturii de cultivare a micromicetei cu 10°C (de la 20°C la 30°C) indica
maxime mai pronuntate de activitate in ziua a 6-a de cultivare - 97,07 U/mL pentru amilazele
acidlabile (pH 4,7) si 114,5 U/mL pentru amilazele acidstabile (pH 2,5). Rezultatele cercetarilor

confirma faptul ¢4, valoarea optima de cultivare a tulpinii este temperatura de 30°C (Tab. 3.4.).

Tabelul 3.4. Biosinteza amilazelor extracelulare la tulpina A. niger CNMN FD 06
la diferite valori de temperatura (20°C, 30°C si 40°C)

Activitatea amilolitica a tulpinii in studiu (U/mL), in functie de durata cultivarii (zile)
Valorile 20°C 30°C 40°C
de t°C
Valorile pH 2,5 pH 4,7 pH 2,5 pH 4,7 pH 2,5 pH 4,7
pH-ului
Il-ua 0 0 0 1,86+0,02 44,90+0,0 0
I1l-ea 1,43+0,10 0 55,79+0,10 32,55+0,08 42,72+0,10 | 26,02+0,09
IV-a 10,72+0,05 5,64+0,08 95,62+0,00 76,73+0,09 31,80+0,11 | 18,03+0,08
V-ea 11,16+0,09 6,37+0,10 99,98+0,03 76,73+0,06 29,65+0,01 | 13,67+0,10
Vli-a 49,13+0,01 | 34,60+0,06 | 114,50+0,02 | 97,07+0,08 62,34+0,06 | 41,27+0,05
Vil-a 75,28+0,04 | 63,66+0,07 | 102,88+0,08 | 76,73+0,07 18,75+0,00 | 40,22+0,03
VIill-a 76,73+0,12 | 65,11+0,07 | 85,45+0,11 59,29+0,10 57,98+0,10 | 30,37+0,14
IX-ua 110,15+0,05 | 91,26+0,07 | 99,98+0,08 99,98+0,08 99,36+0,01 | 62,47+0,10
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Concluzii la capitolul 3

1. Au fost selectate si incluse in colectia laboratorului Enzimologie ca perspectivi
producatori de amilaze exocelulare cu capacitate inalta si stabilda de biosinteza al amilazelor
exocelulare 6 tulpini de micromicetre, care, in conditiile experimentului, au manifestat activitate
amilolitica superioara: A. niger 412 (49,99 - 97,79 U/mL), A. niger 33 (79,63 -114,14 U/mL),
T.harzianum (64,40 - 124,09 U/mL), tulpinile nr. 77 (46,16 - 76,11 U/mL), nr. 209 (57,89 -
95,70 U/mL), nr. 222 (64,40 -124,09 U/mL).

2. Studierea variabilitatii naturale a tulpinii Tn studiu, a relevat varianta A ca fiind cea mai
productiva din punct de vedere al sintezei enzimelor amilolitice, atdt in conditii standard (pH
4,7), cat si n conditii mai acide (pH 2,5), depasind martorul cu 14,23-97,42% respectiv. Varianta
distincta a tulpinii a fost depozitatd in CNMN ca A. niger CNMN FD 06 si utilizata in cercetarile
ulterioare;

3. Au fost identificate 3 medii de cultura favorabile pentru cresterea si biosineza amilazelor

de catre tulpina A. niger CNMN FD 06.

4. AMELIORAREA POTENTIALULUI DE BIOSINTEZA A COMPLEXULUI
AMILOLITIC DE CATRE TULPINA DE FUNGI A. NIGER CNMN FD 06

4.1. Influenta undelor milimetrice de intensitate joasa asupra biosintezei enzimelor
amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN FD 06.

Cercetarile de evaluare a influentei undelor milimetrice (UMM) de intensitate joasa in
diferite regimuri asupra tulpinii in studiu au urmarit determinarea atat a efectului general al
UMM asupra sistemului enzimatic amilolitic, sintetizat de producent, cat si efectul asupra
insusirii de stabilitate a enzimelor. Unii cercetatori Deveatcov N.D, Betskii O.V., (1994) [3],
Betskii O.V., s.a. (2004) [17], Bypuesa S.A. s.a. (2007) [18], Ciloci A.A. s.a., (2011) [7], Lin
Pey-Jin s.a. (2023) [11] sustin ca iradierea cu UMM a culturilor de microorganisme eucariote
intensifica cresterea celulelor, micsoreaza lag-faza, stimuleaza sinteza compusilor biologic activi
si pot influenta metabolismul celulei microbiene. Influenta benefica a UMM de intensitate mica
a fost expusa de un sir de autori [17, 21, 22], care sustin ca, in urma actiunii undelor milimetrice
are loc modificarea functiei de transport a membranelor celulare intensificandu-se metabolismul
celular, urmat de sporirea vitezei de transport a substantelor nutritive si stimularea proceselor de
formare a produselor metabolice, respectiv de sinteza a substantelor bioactive.

Efectului produs de UMM asupra activitatii enzimatice a culturii n studiu, in functie de
durata tratarii si regimul de emitere sunt prezentate in Tab. 4.1. Rezultatele obtinute marcheaza

sporirea activitatii amilazelor fata de martor (ziua a 6-a de cultivare) in toate variantele
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experimentului cu 13,0 - 65,01%, efectul variind in functie de durata tratarii si regimul de

emitere. Rezultate remarcabile au fost Tnregistrate in variantele de emitere de impulsuri cu

frecventa de 16 Hz, durata tratarii de 15-20 de minute (cu un spor de 45,53- 65,01%), precum si

in regim continuu, respectiv la durata de tratare de 20-30 de minute (cu un spor de 60,71-

63,59%).

Tabelul 4.1. Modificarea activitaitii amilolitice a tulpinii A. niger CNMN FD 06, in functie
de influenta UMM de intensitate joasa, in diferite regimuri de emitere (pH 4,7)

Regimul | Durata Activitatea amilolitica
iradierii a 5-ea zi a 6-azi a 7-a zi
(min)
U/mL % U/mL % U/mL %

10 132,91+0,01 96,10 | 175,87+0,02 | 107,58 | 165,94+0,08 | 144,98

15 152,80+0,12 110,49 | 184,68+0,07 | 113,00 | 166,20+0,07 | 145,21

8 Hz 20 162,34+0,08 117,39 | 211,78+0,08 | 129,58 | 179,65+0,03 | 156,96
30 159,22+0,03 115,13 | 198,07+0,01 | 121,17 | 173,75+0,12 | 151,81

10 155,33+0,06 112,32 | 196,97+0,01 | 120,51 | 183,15+0,04 | 160,02

16 Hz 15 194,67+0,10 140,76 | 237,86+£0,09 | 145,53 | 184,21+0,04 | 160,95
20 199,67+0,11 144,38 | 269,70+0,06 | 165,01 | 184,15+0,03 | 160,89

30 173,02+0,08 125,11 | 193,09+0,08 | 118,14 | 182,12+0,01 | 159,12

10 143,03+0,09 103,42 | 179,49+0,10 | 109,82 | 147,85+0,02 | 129,18

Fractionar 15 172,20+0,02 12452 | 189,59+0,12 | 116,00 | 180,56+0,03 | 157,76
20 240,11+0,05 173,62 | 255,61+0,11 | 156,39 | 202,38+0,01 | 176,82

30 233,54+0,11 168,87 | 234,29+0,03 | 143,34 | 177,27£0,08 | 154,88

10 192,15+0,01 138,94 | 211,69+0,04 | 129,52 | 173,03+0,10 | 151,18

Continuu 15 216,26+0,08 156,38 | 229,43+0,07 | 140,37 | 207,83+0,00 | 181,59
20 246,23+0,12 178,05 | 267,37+0,05 | 163,59 | 219,60+0,02 | 191,87

30 223,05+0,00 161,29 | 262,67+0,12 | 160,71 | 216,36£0,03 | 189,04

Martor 0 138,29+0,02 100 163,44+0,08 100 114,45+0,01 100

Dozarea activitdtii amilazelor, in conditii standard de hidroliza (pH 4,7) si in conditii de

aciditate sportitd (pH 2,5), atesta ca UMM nu modifica insusirea de acid-stabilitate prin care se
distinge tulpina A. niger CNMN FD 06 (Tab.4.1).

Tabelul 4.2. Influenta UMM de intensitate joasa asupra acidstabilititii amilazelor
sintetizate de tulpina A.niger CNMN FD 06

Regimul Durata de Activitatea amilolitica
de iradiere iradiere, pH 4,7 pH 2,5
min u/mL % u/mL %
10 196,97+0,01 120,51 178,31+0,07 104,82
16 Hz 15 237,86+0,02 145,53 206,62+0,01 121,46
20 269,70+0,08 165,01 253,12+0,04 148,79
30 193,09+0,02 118,14 180,47+0,03 106,09
10 211,69+0,03 129,52 189,59+0,10 111,45
Continuu 15 229,43+0,10 140,37 236,10+0,11 138,79
20 267,37+0,05 163,58 243,53+0,08 143,16
30 262,67+0,07 160,71 221,18+0,03 130,02
Martor 0 163,44+0,04 100 170,11+0,02 100
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S-a stabilit ca, la actiunea UMM cu impulsuri de 16Hz, activitatea amilazica la valoarea
pH-ului 4,7 variaza in limitele 196,97-267,37 U/mL, iar la pH-ul 2,5 se marcheaza valori de
178,31-253,12 U/mL, in functie de durata iradierii (tabelul 4.2.). Similar se urmareste in varianta
de emitere a UMM 1in regim continuu — activitatea amilazelor la pH 4,7 a fost de 211,69-267,37
U/mL comparativ cu 189,59-243,53 U/mL la pH 2,5.

Astfel a fost stabilita influenta benefica a UMM atermice asupra biosintezei amilazelor la
tulpina A. niger CNMN FD 06 si stabilita corelatia de manifestare a efectului biologic in functie

de regimul de emitere a undelor si durata tratarii.

4.2. Influenta compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie asupra procesului de
biosinteza a amilazelor de citre tulpina A. niger CNMN FD 06

Biosinteza compusilor biologic activi de catre microorganisme poate fi reglata si orientata
prin selectarea conditiilor favorabile de cultivare, optimizarea compozitiei mediului nutritiv cu
utilizarea compusilor coordinativi si nanooxizilor metalici [5, 8, 12, 15]. Stabilirea influentei
compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie asupra capacitatii biosintetice a tulpinii fungice
A. niger CNMN FD 06 s-a realizat prin testarea a 32 de compusi coordinativi. Rezultate
remarcabile au prezentat compusii coordinativi ai Co (I1I) (Tabelul 4.3.).

Tabelul 4.3. Influenta dioximatilor Co (III) cu F (I) asupra activitatii
enzimatice a micromicetei Tn studiu

Compusii Concentratia A. niger CNMN FD 06
coordinativi, (CC) (CO), Activitatea. %, fata
(mg/L) amilolitica, U/mL de control

1 51,99+0,01 115,79
[Co(DH),(Thio),]3F[SiF6]x1,5H,0 (1) 5 54,03+0,03 120,33
10 57,80+0,01 128,73
1 52,13+0,01 116,10
[Co(DH),(Thio),]2[SiFs]x3H,0 (1) 5 53,71+0,02 119,62
10 56,69+0,06 126,25
1 60,1+0,01 133,85
[Co(DH),(Thio),]F 3H,0 (1) 5 61,5+0,02 136,97
10 62,3+0,07 138,75
1 61,6+0,02 137,19
[Co(DH),(Thio),]BF, 3H,0 (IV) 5 63,6+0,03 141,65
10 58,7+0,15 130,73
1 63,0+0,18 140,31
[Co(DH),(Py).]BF4H,0 (V) 5 60,1+0,07 133,85
10 63,0+0,04 140,31

Control 0 44,9+0,02 100

Sporirea maxima a activitatii amilolitice in mediul de culturd se remarca la aditionarea a

5 mg/L de [Co(DH),(Thio);]BF4 3H,0 si constituie 41,65% fatda de martor. Desi compusii
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complecsi contin in calitate de atom de coordonare ionul de Co (III), totusi actiunea lor asupra
biosintezei amilazelor variaza de la un compus la altul, ceea ce permite sda concluzionam ca
influenta stimulatoare este asigurata de structura compusului si liganzii, care inconjoara atomii
de metal. Testarea influentei diferitori compusi coordinativi asupra activitatii amilolitice a tulpini
in studiu, a permis evidentierea actiunii compusului coordinativ [Co(DH),(Thio),]BF,; 3H,0. Tn
baza acestor rezultate a fost obtinut Brevetul de inventie MD Nr.2833. BOPI. Nr.8. 2005 si

elaborat procedeul de sinteza orientata a amilazelor (Fig. 4.1.).

Tulpina A. niger Prepararea mediului nutritiv de baza Prepararea dilutiilor
CNMN FD 06 CU urmatoarea compozitie, g/L: compusului
producatoare de amidon - 30,0 sau faina de fasole - 9,0 coordinativ [Co
amilaze tarate de grau - 18,0; KH,PO, - ,0; (DH),-(Thio),]
MgSO, - 0,5; KCI - 0,5; pH - 4,7 -5,0 BF,-3H,0

Inocularea . L < T
micromicetei: 10 Sterilizarea mediului de cultura Compus cpordmatw in
%, suspensie de concentratie de 1,0 - 5,0

spori cu Mediu de baza in colbe mg/L
densitatea 10° Erlenmayer cu volumul de 750
spori/ml ml si 200 ml mediu nutritiv

Cultivarea micromicetei pe

' i Separarea lichidului Dozarea
agitatoare rotative (180 r[gm), cultural (LC) de activitatii
la temperatura de 28 - 30°C. biomasa prin filtrare amilolitice in LC.

Durata cultivarii - 6 zile.

Precipitarea complexului enzimatic cu alcool etilic. Raportul lichid cultural: alcool ¢étilic 1:4,
Timp de contact - 2 ore, pH-ul natural al lichidului cultural, concentratia CaCl, - 0,1%.
Separarea precipitatului prin centrifugare.

Fig. 4.1. Schema de realizare a procedeului de cultivare a tulpinii de micromicete
A. niger CNMN FD 06 in prezenta biostimulatorului de origine chimica

Procedeul elaborat asigurd urmatoarele avantaje: sporirea activitatii amilazelor cu 37,19 -
41,65%, reducerea ciclului de cultivare cu 24 de ore, posibilitatea programarii compozitiei
complexului amilolitic privind raportul amilazelor acid-labile/acid-stabile si se recomanda pentru
cultivarea micromicetei producatoare in scopul obtinerii preparatelor amilolitice autohtone cu
randament sporit si competitive pentru utilizare in biotehnologiile moderne.

Cercetarile pentru stabilirea influentei compusilor coordinativi heterometalici ai
elementelor ,,s” asupra biosintezei enzimelor amilolitice la tulpina A. niger CNMN FD 06 au fost
realizate In baza compusilor coordinativi ai Ba, Sr, Ca, care prezintd compusi heterometalici ai

elementelor ,,s” cu cobalt: s-Co (III), unde ,,s” este Ba, Sr, Ca si ligandul polidentat L* (esterul
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dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic). Tn baza rezultatelor (Fig. 4.2.) s-a constatat ca
compusul Ba, in concentratie de 1mg/L si 5 mg/L, influenteaza pozitiv acumularea amilazelor la
micromiceta A. niger CNMN FD 06 pe parcursul cultivarii (ziua a 5-ea si a 6-a), activitatea
variind intre 96,68 - 110,08 U/mL in ziua a 5-ea si 132,15 - 143,94 U/mL in ziua a 6-a,
compartiv cu nivelul de 72,86 si 79,09 U/mL, marcat la proba martor 1n zilele respective. Sporul
activitatii enzimatice, asigurat de suplimentarea mediului cu compusul Ba, a variat intre 32,7 -

82,0% fata de martor.

N activitatea amiloliticd, u/ml  ==k=%, fatd de martor

r 200.0
- 180.0
- 160.0
- 140.0
- 120.0
+ 100.0
- 80.0
- 60.0
- 40.0
- 20.0
- 0.0

activitatea amilolitica,u/ml
% ,fata de martor

[BaL3Co(SCN)4] ‘ [SrL3Co(SCN)4]

Fig. 4.2. Influenta compusilor coordinativi ai Ba si Sr, in diferite concentratii, asupra
activititii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06
Deducem ca utilizarea heterometalocomplecsilor ,,s” cu liganzi polidentati:
[BaL®][Co(NCS)4] si [StL*][CO(NCS)4], in concentratii mici (1,0 si 5,0 mg/L), manifestd
influentd cert stimulatoare si de intensificare a biosintezei amilazelor exocelulare la tulpina in

studiu, depdsind maxima martorului si asigurand reducerea ciclului tehnologic cu 24 de ore.

4.3. Influenta nanooxizilor metalici asupra activitatii enzimatice la tulpina in studiu

Cercetarile asupra influentei NP anorganice: TiO,, TiSiO4, CuO, Cu metalic (99,5%), ZnO
si NP oxizilor de Fe (II si II), in diferite concentratii, asupra sintezei amilazelor exocelulare la
micromiceta A. niger CNMN FD 06, au demonstrat ca NP de Cu cu dimensiuni de 60-80 nm,
nanooxizii CuO <50 nm, TiO, <100 nm si TiSiO4 <50 nm, stimuleaza activitatea amilolitica la
micromiceta in studiu [8]. Conform datelor din Figura 4.3, maximul activitatii amilolitice a
producatorului se manifesta in ziua a 6-a de cultivare, constituind 82,23 U/mL in proba de
referinta si 58,61 - 88,14 U/mL in variantele experimentale, fatd de 62,55 U/mL si, respectiv,

52,38 - 74,00 U/mL marcate n ziua a 5-ea de cultivare. In ziua a 6-a cele mai Tnalte valori ale
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activitatii enzimatice au fost marcate la probele cultivate in prezenta nanooxidului de Cu,
activitatea variind intre 76,33 - 88,14 U/mL, ceea ce constituie 92,8 - 107,2% fata de martor.
Deducem ca, utilizarea nanoparticulelor CuO <50 nm si Cu cu dimensiuni de 60-80 nm si
NP de Ti de diferite dimensiuni (TiSiO4 <50 nm, TiO,<100 nm) in concentratii de 5-10 mg/L,
asigurd activitatea sporitd a amilazelor 1n ziua a 5-ea de cultivare. Reiesind din tendintele certe de
sporire a activitdtii amilolitice si de reducere a duratei de cultivare, remarcam NP testate ca

potentiali biostimulatori ai biosintezei amilazelor exocelulare la micromiceta in studiu.

B Activitatea, wml =%, fafi de martor

—= 100 - - 140
ERA - 120
o 80 - -
= L =]
E 70 - 100 E
E - - 80 B
250 - o
s 40 A - 60 =,
e =
= 30 - L 40
£ 201 0 °
Z 10 - i
0 - -0
= = = = = = = =
5 6 5 6 5 6 5 6
CuO <50 nm Cu 60-80 nm TiSi04 <50 nm TiO2 <100 nm

Fig. 4.3. Influenta nanoparticulelor oxidului de Cu si Ti, in diferite concentratii, asupra
activitatii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06

4.4. Validarea pilot a biotehnologiilor avansate de obtinere a preparatelor
enzimatice amilolitice sintetizate de tulpina in studiu

Cercetarile de valorificare a biotehnologiilor avansate in vederea validarii rezultatelor si
stabilirii parametrilor tehnologici principali: concentratia O, dizolvat, viteza de agitare,
intensitatea de aerare, durata ciclului biologic s-au realizat prin cultivarea submersa a tulpinii
A. niger CNMN FD 06 in conditii de statie pilot. Activitatea enzimatica s-a evaluat in dinamica
pe parcursul a 4 - 6 zile de cultivare.

In conditii de statie pilot s-a constatat ca, compusul [Ba(L)s][Co(SCN),] exercita efect
pozitiv asupra acumularii amilazelor in ziua a 5-ea si a 6-a de cultivare, activitatea constituind
73,85 si, respectiv, 84,33 U/mL, cu un spor de 24,6 si respectiv 14,3% fatd de control (Tab. 4.4).

Totodata s-a stabilit cd, la reducerea numarului de rotatii pana la 100 rpm, activitatea
amilolitica a constituit 113,55 si respectiv 136,08 U/mL, respectiv, in a 5-ea si a 6-a zi de
cultivare, sporul activitatii enzimatice asigurat de suplimentarea mediului cu metalocomplexul

bariului fiind 91,6 si 84,4% fatd de control, probele de referinta din aceiasi zi.
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Tabelul 4.4. Dinamica activititii amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN FD
06 la cultivare avansata cu aplicarea compusului coordinativ [Ba(L)3;][Co(SCN),],
conc. 1 mg/L, in conditii de statie pilot

Activitatea amilolitica, U/mL
Conditii de agitare . %, fata de . %, fata de
a5-eazi ’ ab6-azi ’
control control
180 rpm 73.85%+ 0.05 124.6 84.33+ 0.06 114.3
100 rpm 113.55+ 0.05 191.6/ 153.9* | 136.08+ 0.07 184.4
Control 59.28+0.05 100,0 73.80+0.12 100,0

*% fata de martorul zilei/fata de maxima martorului (ziua a 6-a)
De remarcat ca in ziua a 5-ea de cultivare activitatea amiloliticd a depasit nivelul

53,9%.

Astfel, in premiera, prin cercetari in conditii de statie pilot, au fost stabiliti parametrii
tehnologici principali (concentratia O, dizolvat, viteza de agitare, durata ciclului biologic) la
cultivarea avansata a tulpinii A. niger CNMN FD 06 cu aplicarea compusilor coordinativi ai Ba L
si Sr L® si nanooxizilor de Cu si Ti, care permit intensificarea procesului de biosinteza a
amilazelor, cu reducerea ciclului tehnologic cu 24-48 de ore si sporirea semnificativa al

activitatii amilolitice, comparativ cu activitatea martorului.

4.5. Concluzii la capitolul 4

1. Utilizarea undelor milimetrice de intensitate joasda a demonstrat influenta stimulatoare
asupra procesului de biosintezi a amilazelor la tulpina A. niger CNMN FD 06. In functie de
regimul emiterii si durata tratdrii, iradierea cu UMM atermice stimuleazd cu 13,0-65,0%
biosinteza amilazelor la tulpina A. niger CNMN FD 06. Optimal pentru sporirea sintezei
amilazelor acid-labile (cu 63,5 - 65,05%) si acid-stabile (cu 48,9 - 43,2%) a fost iradierea cu
UMM in regim continuu, frecventa de 16Hz, timp de 20-30 minute.

2. Compusii coordinativi pot actiona diferit asupra procesului de biosinteza a amilazelor,
manifestand:

- efect de inhibare (sub valorile martorului) la utilizarea DL Serinat Zn (I), L Serinat Zn
(11), DL Alaninat Zn (I1), L Alaninat Zn (I1), D Alaninat Zn (I1), DL Alaninat DL Serinat Zn (II),
Glicinat L Serinat Zn (Il), ai Co (lI) si Cr (II). Cea mai semnificativa inhibare a procesului de
amilogeneza a fost stabilita la utilizarea L Serinat Zn (I1) — doar 13,93% fata de martor (100%);

- efect neutru sau la nivelul martorului au manifestat compusii coordinativi Glicinat DL
Serinat Zn (II), Glicinat D Serinat Zn (II) si Zn (PC); 4H,0;

- efect de stimulare a biosintezei s-a remarcat la aditionarea dioximatilor cobaltului cu
fluor ([Co(DH)x(Thio);] 3F[SiFs] 1,5H,0 si [Co(DH)2(Thio);] 2[SiFs] 3H20)), compusilor
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coordinativi ai Co (Ill) ([Co(DH),(Thio),]JF 3H,0, [Co(DH),(Thio);]BF, 3H,0,
[Co(DH),(Py)2]BFs H20) si compusilor coordinativi ai Co (lll) cu liganzi oximici
([Co(DH),(Thio),] 3F[SiFg] 1,5H,0 (1), [Co(DH)(Thio),]2[SiFs] 3H20 (11)).

- compusul [Co(DH),-(Thio),] BF4-3H,O n concentratii de 5,0 mg/L, in conditiile
experimentului, asigurd activitatea maximala a amilazelor acid-labile, depasind valorile
martorului cu 41,65%, fapt valorificat prin brevet de inventie (Brevet de inventie MD Nr. 2833.
BOPI. Nr.8. 2005);

- efect stimulator de 41,1% fatd de martorul zilei (70,92 U/mL) la aplicarea Ba L*in
concentratie de 5 mg/L. Marirea concentratiei pana la 10 mg/L si 15 mg/L provoaca efect de
inhibare, care creste odata cu cresterea duratei de cultivare a producentului, constituind 9,0%
(ziua a 5-ea), 23,6% si 39,4% (ziua a 6-a), 42,5 si 56,7% (ziua a 7-a) Tn raport cu martorul zilei;

- efect stimulator s-a remarcat in ziua a 5-ea de cultivare, in marime de 57,1% fata de
martorul zilei la adaugarea, in mediul de culturd a 5 mg/L de compus coordinativ al Sr L2,

3. Utilizarea NP dioxidului de titan de diferite dimensiuni (TiO;, 21 nm; TiO,<100 nm;
TiSiO4 <50 nm) asigura activitate sporita a amilazelor in ziua a 5-ea de cultivare, in toate
variantele de concentratii testate. Aplicarea nanoparticulelor de TiO; <100 nm, sporeste
activitatea cu 24,06-30,44 U/mL, iar in variantele cu nanoparticule de TiSiO4 cu dimensiuni <50
nm cu 23,27-30,29 U/mL.

4. Aplicarea NP de CuO si Cu, in concentratie de 10 mg/L asigura obtinerea preparatelor
enzimatice amilolitice cu activitate Tnaltd In termeni restransi (cu 24 ore mai devreme fatd de
martor) si, respectiv, cu cheltuieli reduse.

5. Valorificarea rezultatelor obtinute prin transferul tehnologiei avansate de cultivare a
micromicetei in studiu in prezenta NP de TiO, (100 nm), in conditii de statie pilot, a demonstrat
depasirea martorului cu 43,7% in a 5-ea zi de cultivare, fapt ce oferd oportunitatea obtinerii
preparatelor enzimatice cu activitate amilolitica sporita, cu reducerea ciclului tehnologic de
cultivare a producatorului cu 24 de ore.

6. Ajustarea regimului de cultivare a micromicetei A. niger CNMN FD 06 prin reducerea
vitezei de agitare de la 180 rpm la 100 rpm, utilizarea efectului stimulator a compusilor
coordinativi ai Ba si Sr cu ligand polidentat si nanooxizilor de Cu si Ti, asigurd intensificarea

procesului de biosinteza a amilazelor si permite reducerea ciclului tehnologic cu 24 — 48 de ore.

5. PROCEDEE INOVATIVE DE OBTINERE §SI UTILIZARE A
PREPARATELOR ENZIMATICE AMILOLITICE LA CULTIVAREA AVANSATA A
TULPINII DE MICROMICETE A. NIGER CNMN FD 06.

19



5.1. Selectarea conditiilor de separare a complexului enzimatic amilolitic din lichidul
cultural al tulpinii A. niger CNMN FD 06

Rezultatele cercetarilor asupra procedeelor de recuperare a enzimelor amilolitice si de
selectare a conditiilor optime de separare a complexului enzimatic amilolitic din lichidul cultural
al tulpinii A. niger CNMN FD 06 au demonstrat ca o bund separare a enzimelor se asigura la
precipitarea complexului amilolitic cu utilizarea solventilor organici si substantelor stabilizatoare
n diferite concentratii, afirmatii sustinute de un sir de cercetatori [9, 10, 16].

In rezultatul cercetirilor s-a stabilit ca coraportul lichidului cultural (LC) cu solventul (S)
influenteaza activitatea amilolitica, astfel la valoarea pH-ului 2,5 se remarca sporirea activitatii
amilolitice de la 123,96 U/g raportul (1:2) pana la 375,80 U/g (2 ore), marcand o scadere destul
de semnificativa cu 104,25 U/g la utilizarea coraportului (LC:S) 1:5. Concentratia optimala a
solventului (S), care asigura cel mai inalt randament de unitati enzimatice per 1 L lichid cultural
(LC), prezinta raportul LC:S 1:4 pentru amilazele acid-stabile (pH 2,5) si respectiv 1:5 pentru
amilazele acid-labile (pH 4,7) (Tab. 5.1).

Tabelul 5.1. Activitatea amilazelor produse de micromiceta A.niger CNMN FD 06 in
functie de concentratia solventului si durata de contact (U/g)

Valoarea Durata Concentratia solventului si activitatea amilolitica, U/g
H precipitarii
P (ore) 1:2 1:3 1:4 1:5
47 2 153,8+ 0.02 277,2+ 0.01 263,1+ 0.04 269,7+ 0.02
’ 24 161,8+ 0.01 213,6+0.02 212,8+0.01 225,9+ 0.01
95 2 123,96+ 0.03 132,75+ 0.03 375,80+ 0.02 271,55+ 0.03
’ 24 119,39+ 0.02 146,41+ 0.03 306,26+ 0.01 298,30+ 0.01

Activitatea amilazelor acid-labile (pH 4,7) la durata contactului de 2 ore, raportul LC:S
de 1:3, atinge valoarea de 277,2 U/g, extinderea duratei de contact pina la 24 ore micsoreaza
activitatea enzimatica cu 63,6 U/g. Pentru amilazele acid-stabile (pH 2,5) constatam activitate
amilolitica sporita (375,80 U/g) la aplicarea raportului LC:S de 1:4 si durata de interactiune a
lichidului de cultura cu solventul de 2 ore. Mentinerea contactului timp de 24 ore, ca si in cazul
amilazelor acid-labile, duce la scaderea actvitatii amilazelor cu 69,54 U/g.

Determinarea activitatii enzimatice la valorile de pH 4,7 si 2,5, in sarjele de precipitat
obtinute la diferite concentratii ale solventului si duratei de precipitare, a permis urmatoarele
constatari:

1. La durata de precipitare de 2 ore activitatea amilolitici maximald se manifesta la

concentratia alcoolului etilic in raport de 1:3 pentru amilazele acid-labile (pH 4,7).
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2. Marirea concentratiei alcoolului etilic (AE) (varianta LC:S 1:4) influenteaza
considerabil activitatea enzimatica al amilazelor acid-stabile (pH 2,5) acesta inregistrand valorile
maxime de 375,80 U/g la durata de contact de 2 ore, pe cand amilazele acid-labile sunt la nivelul
valorilor inregistrate la utilizarea raportului LC:AE de 1:3, de aceea putem Sustine ca, raportul
optim de separare a amilazelor din lichidul cultural este LC: AE 1:4.

3. Pentru durata de precipitare de 24 de ore activitatea maximald se manifesta in
variantele cu concentratia precipitantului 1:4 pentru amilazele acid-stabile si, respectiv, 1:5

pentru amilazele acid-labile, constituind corespunzator 306,26 U/g si 225,9 U/g.

5.2. Studierea particularititilor de acid-stabilitate a amilazelor sintetizate de
producator si de implimentare a preparatului amilazic ca ameliorator in panificatie

Datele din literatura [19, 20] indica asupra faptului ca tulpinile de mucegaiuri sintetizeaza
doua tipuri de amilaze, conventional divizate in acid-stabile si acid-labile. Diferenta de baza in
insusirile acestor amilaze consta in faptul ca, a-amilazele acid-labile, la valoarea de pH 2,5 a
mediului, pe parcurs a 30 de minute total si ireversibil pierd capacitatea de catalizator, pe cand,
in aceleasi conditii a-amilazele acid-stabile pastreaza 90% si mai mult din activitatea initiala
[19]. Tn plan practic, la realizarea proceselor durabile de lichefiere a materialelor bogate Tn
amidon, de importanta sunt amilazele acid-stabile ale ciupercilor microscopice, fapt care reduce
semnificativ pericolul contaminarii mediului de reactie cu microflora de alta natura.

Sub acest aspect au fost realizate cercetari in vederea determindrii influentei mediului de
cultura si gradului de stabilitate acida a complexelor amilazice, sintetizate de tulpina selectatd ca
producdtor perspectiv de amilaze exocelulare, ca un criteriu de caracterizare a insusirilor

tehnologice ale preparatelor enzmatice (Tab. 5.2.).

Tabelul 5.2. Randamentul (g/L) si activitatea amilazelor (U/g) micromicetei A. niger
CNMN FD 06 in functie de pH-ul lichidului de cultura

Valorile de pH a Activitatea amilolitica, U/g
L . < Randamentul, g/L
lichidului de cultura pH 4,7 pH 2,5
2,0 93,00+ 0.03 2,68+ 0.01 1,34
2,5 376,38+ 0.01 469,40+ 0.04 1,15
3,0 223,84+ 0.03 87,39+ 0.03 1,14
4,0 379,40+ 0.02 300,00+ 0.02 1,55
5,0 28,22+ 0.01 244,29+ 0.01 1,04
6,0 557,99+ 0.01 839,44+ 0.03 2,80
7,0 485,35+ 0.02 810,89+ 0.02 2,89
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Astfel, la amilazele din lichidul cultural al tulpinii in studiu, separate prin sedimentare cu
alcool etilic (C,HsOH, 960) in raport de 1:5, a fost testata activitatea amilolitica la valoarea pH
4,7 si pH 2,5 in conformitate cu metodele de testare a stabilitatii acide a complexelor amilolitice.

Conform datelor obtinute remarcam activitatea amilolitica sporita la pH-ul lichidului de
culturd 2,5, care constituie 376,38 U/g pentru amilazele acid-stabile (pH 4,7) si 469,40 U/g
pentru amilazele acid-labile (pH 2,5). Valorile slab-acide (pH 6,0) si neutre (pH 7,0) ale
lichidului de cultura asigura sporirea activitatii amilolitice, valoarea maxima pentru amilazele
acid-labile fiind 839,44 U/g, iar pentru amilazele acid-stabile 557,99 U/g.

Randamentul amilazelor - la pH 4,0, pH 6,0 si pH 7,0, a constituit respectiv 1,55 g/L,
2,80 g/L si 2,89 g/L. Tn al 2-lea maximum randamentul amilazelor este aproximativ de 2 ori mai
superior. Cercetarile de verificare a influentei timpului de contact al LC cu AE s-au realizat prin
testarea a 2 valori temporale de 2 ore si respectiv de 24 de ore si au asigurat obtinerea a 2

preparate amilolitice. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 5.1.

6000 100.5
5000 4512 —4.693 100
1000 I I 99.5
99317 2991 99
U/g 3000 I 1 985 %
7.6 98
2000 1436.7
1116 + 980.7 S 97.5
0 96.5
pH 4.7 pH 2.5 pH 4.7 pH 2.5
2.627 mg/L 3.054 mg/L
2 ore 24 ore
Activitate amilolitica, U/g Randament global, U/g ==@=Randament global, %

Fig. 5.1. Randamentul global a unitatilor enzimatice din 1L de lichid cultural,
al micromicetei A. niger CNMN FD 06 in coraport cu durata de precipitare

Valorificarea preparatelor enzimatice amilolitice, extrase din lichidul cultural al tulpinii
A.niger CNMN FD 06 si stabilirea efectului acestora asupra calitatii painii s-a realizat n cadrul
Laboratorului Central de Control al Asociatiilor Fabricilor de Paine al S.A. ,Franzeluta” in
procesul de coacere a painii (Act experimental). A fost stabilit ca preparatul enzimatic cu actiune
amilazica Tmbunatateste calitatea painii, reduce durata fermentarii cu 10 - 15 minute, sporeste

procesul de crestere a aluatului, painea este mai stabila ca forma la modelare.
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5.3. Concluzii la capitolul 5

1. Separarea complexului amilolitic din lichidul cultural al tulpinii A. niger
CNMN FD 06 prin sedimentare cu 4 volume de alcool (96%), durata sedimentdrii o ora,
temperatura amestecului de reactie 5°C i pH-ul natural, in prezenta ionilor de Ca®" n
concentratie de 0,2%, asigura recuperarea maxima a amilazelor;

2. Activitatea amilolitica la pH 2,5 depaseste martorul cu 3,49 %, (constituind 322,58
U/mL) si se mentine pe parcursul urmatoarelor 7 zile (168 de ore) de expunere in conditii
extremal acide, micsorandu-se doar cu 21,79 U/g, astfel pozitionand amilazele sintetizate ca
perspective din punct de vedere al acid-stabilitatii;

3. Preparatul enzimatic cu actiune amilazica, testat in Laboratorul Central de Control al
Asociatiilor Fabricilor de Paine S.A. ,,Franzeluta”, imbunatateste calitatea painii, reduce durata
fermentarii cu 10 - 15 minute, sporeste procesul de crestere a aluatului, painea este mai inalta cu
19,5 mm si mai stabila ca forma la modelare;

4. Tehnologia de obtinere prin sintezd orientatd a complexului amilolitic cu aplicarea
stimulatorilor chimici (compusi complecsi si nanooxizi), asigurd randamente crescute de
preparate amilolitice. Preparatele obtinute contin doud tipuri de amilaze: amilaze care
hidrolizeaza amidonul solubil in conditii moderate de aciditate (pH 4,7), posedand in aceste
conditii o activitate de 1384,0 U/g si amilaze acid-stabile, care realizeaza hidroliza amidonului in

conditii de aciditate sporita (pH 2,5) si poseda o activitate de 1399,0 U/g.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Rezultatele obtinute In raport cu scopul si obiectivele formulate n cadrul tezei de
doctorat ,,Sinteza orientati a amilazelor exocelulare la tulpina de fungi Aspergillus niger
CNMN FD 06” au condus la formularea urmatoarelor concluzii generale:

1. Screeningul micromicetelor din colectia laboratorului Enzimologie, in vederea evaluarii
capacitatii de sinteza a enzimelor amilolitice, a relevat tulpina A. niger CNMN FD 06
potential producent de enzime amilolitice (Brevet MD 2836. BOPI. Nr.8. 2005) cu
activitate si stabilitate superioara.

2. Studiul variabilitatii naturale a tulpinii A. niger CNMN FD 06, a permis identificarea si
izolarea variantei morfologice cu cel mai 1nalt potential de sinteza enzimatica, manifestat
pentru ambele tipuri de amilaze acid-labile (197,04 U/mL) si acid-stabile (243,53 U/mL),
inregistrand o crestere procentuala fatd de martor cu 81,28% pentru valoarea pH-lui 4,7 si

cu 104,88 % la valoarea de pH 2,5.
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Activitatea enzimelor amilolitice, atat constitutive cat si de inducere, produse de
micromiceta A. niger CNMN FD 06 este maximal sporita (de 1,30-3,19 ori fata de
martor) prin addugarea in mediul de cultivare a amidonului ca inductor si a fainii de
fasole si taratei de grau, utilizarea carora poate avea impact pozitiv prin valorificarea
deseurilor industriilor alimentare, precum si prin asigurarea conditiilor optimale de
cultivare (28-30°C, pH initial 5,0, durata de cultivire — 6 zile).

In functie de regimul emiterii si durata tratarii, iradierea cu UMM atermice stimuleaza cu
13,0-65,0% biosinteza amilazelor la tulpina A. niger CNMN FD 06. Optimal pentru
sporirea sintezei amilazelor acid-labile (cu 63,5 - 65,05%) si acid-stabile (cu 48,9 -
43,2%) a fost iradierea cu UMM 1n regim continuu, frecventa de 16Hz, timp de 20-30
minute.

Dintre 32 de compusi coordinativi testati, in premiera, a fost stabilita eficienta aplicarii
compusilor coordinativi ai Co (III) cu liganzi oxalici si anioni fluorurati, cu compozitie
diferita (BF,4 SiFs, F[SiFg] in sfera externd, ca stimulatori, reglatori si stabilizatori ai
activitatii amilolitice la tulpina A. niger CNMN FD 06.

Utilizarea heterometalocomplecsilor ,,s” cu liganzi polidentati [BaL*][Co(NCS),] si
[SrL®][Co(NCS),], unde L? prezinta esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindincarboxilic,
in concentratii mici (5,0 mg/L) manifestd influenta cert stimulatoare si de intensificare a
biosintezei amilazelor exocelulare la tulpina in studiu, depdsind maxima martorului cu
91,6% (ziua a 5-a) si 84,4% (ziua a 6-a) si asigurand reducerea ciclului tehnologic cu 24
de ore.

Utilizarea NP dioxidului de titan de diferite dimensiuni (TiO, 21 nm; TiO,<100 nm,
TiSiO4 <50 nm) si NP de Cu (CuO <50 nm si Cu 60-80 nm), in concentratii de 5-10
mg/L, sporeste activitatea amilazelor cu 15,4% si reduce durata de cultivare cu 24 de ore,
fapt care permite considerarea nanoparticulele testate ca potentiali biostimulatori ai
biosintezei amilazelor exocelulare la micromiceta n studiu.

Au fost stabiliti parametriii tehnologici principali (concentratia O, dizolvat, viteza de
agitare, durata ciclului biologic) la cultivarea avansatd cu aplicarea compusilor
coordinativi ai Ba L*si Sr L® si nanooxizilor de Cu si Ti, in conditii de statie pilot, care
permit intensificarea procesului de biosinteza a amilazelor, reducerea ciclului tehnologic
Cu 24-48 de ore si sporirea semnificativd al activitatii amilolitice, comparativ cu
activitatea martorului.

Complexul enzimatic amilolitic, obtinut prin aplicarea parametrilor regimurilor

tehnologice optimale (raportul LC:AE — 1:4; durata de sedimentare - 2 ore; pH-ul
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lichidului cultural 5,0; t°C precipitarii 5°C,) are un grad de puritate 10x, activitate

amilolitica de 1116,0 U/mL la valorile de pH 4,7 si de 1717,6 U/mL la pH 2,5,

demonstrand insugiri acid-stabile nalte, prezintd un avantaj in utilizarea acestuia in

biotehnolgiile moderne.

Problema stiintifici importantid solutionati in lucrare constd in fundamentarea
stiintifica a utilizarii tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 06 ca sursa noua de
enzime amilolitice cu semnificatie biotehnologicd, prin optimizarea conditiilor de sinteza
orientatd a enzimelor cu ajutorul compusilor coordinativi ai metalelor de tipul ,,s” si ,,d”,
nanoparticulelor si iradierii electromagnetice in diapazon milimetric, fapt ce a permis elaborarea
unor tehnologii avansate cu randamente crescute de obtinere a preparatelor enzimatice
amilolitice cu activitate si insusiri tehnologice inalte.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tulpina de micromicete Aspergillus niger
CNMN FD 06 a fost depozitatd ca producator perspectiv de amilaze exocelulare cu semnificatie
biotehnologica in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (Adeverintd de
depozitare), fiind utilizata ca obiect biologic in cercetdrile de evidentiere si argumentare a
perspectivei de aplicare a compusilor coordinativi ai metalelor ,,s” si ,,d”, nanocompozitelor si
iradierii electromagnetice in diapazon milimetric pentru sporirea capacitatii de sintezd a
hidrolazelor la producatorii de origine fungica, inclusiv in cercetdrile de scalare, la nivel de statie
pilot, a tehnologiilor de cultivare clasicd si avansatd cu aplicarea compusilor coordinativi ai

2

metalelor ,.,s

£

si ,,d”, nanocompozitelor si iradierii electromagnetice in diapazon milimetric.
Preparatele amilolitice obtinute in baza tulpinii au fost testate in Laboratorul Central de Control
al Asociatiilor Fabricilor de Paine al S.A. ,Franzeluta” in procesul de coacere a painii (Act
experimental).

Aportul personal: Lucrarea a fost realizata in cadrul Laboratorului ,,Enzimologie”
(actualmente ,,Biotehnologia fungilor”) al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie in
conformitate cu directiile si planurile de cercetare si pregatire a cadrelor de profil ale
laboratorului sub conducerea dr. st. biologice, conferentiar cercetitor Alexandra Ciloci

(Deseatnic). Rezultatele experimentale apartin autoarei.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Tulpina noud de micromicete — A. niger CNMN FD 06 se recomanda industriei
microbiologice in calitate de sursa de preparate amilolitice cu multiple domenii de aplicare

(Brevet de inventie MD Nr. 2836. BOPI. Nr.8. 2005).
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2. Pentru cultivarea tulpinii A. niger CNMN FD 06 se recomanda doua variante de medii
nutritive, ce contin stimulatori de origine chimicad si asigurd eficiente economice esentiale -
majorarea randamentului de amilaze si reducerea ciclului tehnologic (Brevet de inventie MD
Nr.2833. BOPI. Nr.8. 2005, MD Nr.4847 BOPI Nr.2.2023).

3. Preparatul enzimatic amilolitic, obtinut din lichidul cultural al tulpinii A. niger CNMN

FD 06, se recomanda spre aplicare in panificatie (Act de experimentare).
Sugestii privind cercetiri de perspectiva:

1. Cercetarea, dar si partea tehnologicd in special, asupra influentei NP si compusilor
complecsi, care a demonstrat o eficacitate si o perspectiva de aplicare in calitate de stimulatori ai
sintezei enzimatice poate fi continuatd cu detalizarea unor mecanisme de acumulare si de
biotransformare a acestor compusi in celulele altor tulpini de micromicete de interes tehnologic.

2. Dezvoltarea in continuare a directiei de cercetare stiintifico-practica in vederea
identificarii noilor tulpini de microorganisme cu capacitate inaltd de sintezd a compusilor
biologici activi si diversificarii spectrului de materii prime disponibile si eficiente pentru

fabricarea preparatelor enzimatice solicitate de economia circulara.
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ADNOTARE

Condruc Viorica ,,Sinteza orientata a amilazelor exocelulare la tulpina de fungi Aspergillus
niger CNMN FD 06”, teza de doctor in stiinte biologice, Chisiniu, 2024.

Structura tezei: introducere, cinci capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografia din 223 de
titluri, 22 de anexe, 123 pagini de text de baza, 23 de figuri, 32 de tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in
29 de lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: micromicete, enzime hidrolitice/lenzime amilolitice extracelulare, activitate
amilolitica, medii nutritive, sinteza enzimatica, Aspergillus niger CNMN FD 06, compusi coordinativi, unde
milimetrice, nanoparticule.

Scopul lucrarii: elaborarea procedeelor inovative de sinteza orientatd a amilazelor extracelulare la
cultivarea submersa a tulpinii fungice Aspergillus niger CNMN FD 06.

Obiectivele cercetarii: stabilirea exigentelor nutritive, particularitatilor morfoculturale si conditiilor
optime de cultivare a tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06 ca obiect cu potential biotehnologic;
optimizarea conditiilor de sinteza orientatd a enzimelor amilolitice de céatre tulpina producatoare, utilizand ca
stimulatori si reglatori de crestere influenta iradierii electromagnetice de intensitate joasd in diapazon
milimetric, compusilor coordinativi ai metalelor si nanoparticulelor; stabilirea parametrilor optimi de separare
a preparatului enzimatic amilolitic din lichidul cultural al tulpinii in studiu.

Noutatea si originalitatea stiintifici: industriei microbiologice se propune o tulpina noua de fungi -
Aspergillus niger CNMN FD 06 - cu potential inalt de sintezd a enzimelor amilolitice exocelulare. Se
recomanda o variantd noud de mediu nutritiv pentru cultivarea submersa a producatorului ce contine stimulator
de origine chimica si asigura eficientd economica esentiald prin majorarea randamentului de amilaze si
reducerea duratei de cultivare (Brevet de inventie MD Nr. 2836. BOPI. Nr.8. 2005). A fost stabilita influenta
compusilor coordinativi in calitate de stimulatori ai sintezei microbiene la tulpina fungica in studiu (Brevet de
inventie MD Nr. 2833. BOPI. Nr.8. 2005). A fost demonstrata influenta nanocompozitelor in scopul sporirii
biosintezei enzimelor (Brevet de inventie MD Nr. 4847 BOPI Nr.2.2023). A fost obtinut un preparat
enzimatic amilolitic cu activitate inaltd necesar in diverse ramuri ale economiei nationale (Act de
experimentare).

Problema stiintifica solutionati: fundamentarea stiintifici a capacitatii de sintezd orientata a
enzimelor amilolitice de catre tulpina Aspergillus niger CNMN FD 06 si de ameliorare a potentialului de
biosintezd enzimaticd prin aplicarea efectului biostimulator al undelor milimetrice, utilizarea selectiva a
compusilor coordinativi ai metalelor si a nanocompozitelor in calitate de stimulatori al sintezei principiilor
biologic active, ceea ce a condus la sporirea activitatii amilazelor acid-stabile (pH 2,5) si acid-labile (pH 4,7)
sintetizate de producent si la elaborarea unor procedee noi de sinteza amelioratd in cadrul unui singur flux
tehnologic pentru obtinerea preparatelor enzimatice noi de importanta biotehnologica.

Semnificatia teoretica: rezultatele obtinute contribuie la elucidarea mecanismelor de stimulare a
procesului de sinteza microbiologica a enzimelor amilolitice si posibilitatea utilizdrii radiatiei electromagnetice
n diapazon milimetric, compusilor coordinativi si nanoparticulelor ca factor de sporire a biosintezei amilazelor
la tulpina Aspergillus niger CNMN FD 06 care asigura capacitati sporite de sinteza enzimatica.

Valoarea aplicativa: au fost elaborate trei tehnologii de sintezd orientatd a enzimelor amilolitice de
catre tulpina fungica Aspergillus niger CNMN FD 06 cu potential inalt de sinteza a enzimelor amilolitice
exocelulare. A fost stabilita schema tehnologica de obtinere a preparatelor enzimatice cu activitate amilolitica
la cultivarea submersa a micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 06.

Implementarea rezultatelor stiintifice: capacitatea de sinteza orientatd a enzimelor amilolitice de
catre Aspergillus niger CNMN FD 06, la nivel de laborator, a fost testatd in Laboratorul de Enzimologie,
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie si in cadrul Laboratorului Central de Control al Asociatiilor
Fabricilor de Péine al S.A. ,,Franzeluta”.
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AHHOTAIMA
Konnpyx Buopnka «HanpasiieHHbII CHHTe3 BHEKJIETOYHBIX AMIJIA3 IITAMMOM IproB
Aspergillus niger CNMN FD 06», nokTopckasi aucceprammsi mo 6uosioruu, Kummues, 2024.

CTpykTypa JuccepTalMu: BBEJCHHWE, IIATH IJ1aB, OOIIME BBIBOABI U PEKOMEHMIALNH,
oubnuorpacdus uz 223 HauMeHoBaHUi, 22 npuiIokeHus, 123 cTpaHHULIBI OCHOBHOTO TEKCTa, 23 PHUCYHKA,
32 tabnunpl. [lomydueHnHble pe3yabpTaThl OMyOIMKOBaHbI B 29 HayYHBIX paboTax.

KiioueBble cJI0Ba: MHKPOMHIIETHI, THAPOINTHYECKUE (epMeHTbI/BHEKIETOUHBIC
aMIJIONIUTHYECKHE (PepPMEHTHI, aMIIIOUTHYECKAsl AKTUBHOCTbD, MIUTATENIbHBIE CPEbl, CHHTE3 (DEPMEHTOB,
Aspergillus niger CNMN FD 06, xoopAWHALMOHHBIE COCAWHEHHS, MHJUTUMETPOBBIC BOJIHEI,
HAHOYACTHIIBL.

Leabp padoThi: pa3paboTKa WHHOBAI[MOHHBIX METO/0B HAIPABICHHOTO CHHTE3a BHEKJICTOYHBIX
ammIIa3 Ipy riryoOnHHOM KynabTuBrpoBanuu mramma Aspergillus niger CNMN FD 06.

3amaum McCIeI0BAHMS: YCTAHOBJICHHE IHUTATEIBbHBIX IMOTPEOHOCTEH, MOP(OKYIBTYpAIBHBIX
0COOCHHOCTEH M ONTUMAJIBHBIX YCIOBHIA Ky abTuBHpoBanus mramma Aspergillus niger CNMN FD 06 kak
00beKTa ¢ OMOTEXHOJIOTHYECKUM IIOTCHIIMAIOM; ONTUMH3AIMS YCIOBHH HANpaBJICHHOTO CHHTE3a
AMIIOJIUTUYECKUX (DEPMEHTOB IITaMMOM-TIPOAYIIEHTOM; HCIIOJIb30BAaHHE B KAuyeCTBE CTHMYJISTOPOB
pocTa M pEryJsaTOPOB  BO3ACHCTBHS ~ HM3KOMHTCHCHBHOTO  3JIGKTPOMATHHUTHOTO  H3JIyYCHHUS
MHJUTUMETPOBOTO JMAMa30Ha, KOOPIMHAIIMOHHBIX COCIUHEHHI METAJUIOB U HAHOYACTHIL, YCTAHOBIICHHUE
ONITHMAJIBHBIX MTApaMETPOB BBIJICICHUS aMHJIOJIUTHIECKOTO (DEPMEHTHOTO TIperapara u3 KyJbTypalbHOH
KHKOCTH HCCIIyeMOro ITaMMa.

HayuHasi HOBH3HA M OPUTMHAJIBHOCTh. MHUKPOOHUOJIOTUYECKOI MPOMBIIIIICHHOCTH MPEIOKEH
HOBBI mTamm rpuboB - Aspergillus niger CNMN FD 06 - ¢ BBICOKAM MOTCHIIMAJIOM CHHTE3a
BHEKJICTOYHBIX aMWIONUTHUECKHX (epmeHToB. [lnsd TIyOMHHOrO KyJbTHBHUPOBAaHHS IPOIYLICHTA
PEKOMEH/IOBaH HOBBIl BapUAaHT MUTATSIBHOW CpElbl, COICPKAIIUI CTUMYJSATOP XHMHYECKOTO
MIPOUCXOXKJCHUS M OOCCIICYMBAIONIMIA CYIIECTBEHHYIO ASKOHOMHUYECKYI0 3()(PEKTHBHOCTH 3a CUeT
YBEJIMYEHHS BBIXOJ]a aMUJIa3 U COKpALIeHUs] CpOKOB KynbruBHpoBaHus ([latent Ha m3o0perenne MJI Ne
2836. BOIIN. 8. 2005). YcTtaHOBiEeHO BIMAHHE KOOPAWHAIMOHHBIX COEAMHEHUH KaK CTUMYJSTOPOB
MHUKPOOHOTO cHHTe3a uccneayeMbiM mrammoM rpuda (ITatent na nzobperenne ML Ne 2833. BOITH. Ne
8. 2005 1.). IlokazaHO BIMSHHUE HAHOKOMITO3UTOB Ha ycwieHne OnocuHTe3a (pepmeHTOB ([laTeHT Ha
m3o0perenne MJ[ Ne 4847 BOPI Ne 2.2023). IlomyueH amumonuTHYeCKuid (pepMEHTHBIN mpemnapar
BBICOKOW aKTHBHOCTH, HEOOXOAMMBIH B PAa3MUYHBIX OTPACISIX HApONHOTO Xo3siicTBa (AKT
SKCIIEPUMEHTHPOBAHUS).

Pemennasi HayyHasi 3ajJavya. HaydyHOe OOOCHOBaHME BO3MOKHOCTH HAIPaBIEHHOTO CHHTE3a
ammtonutuaeckux pepmentoB mrammom Aspergillus niger CNMN FD 06 u moBbllieHUs] TIOTEHIAAIA
OuocuHTe3a (EPMEHTOB 3a CYET MPUMEHCHUS OMOCTHMYJIHMPYIOIIETO0 BO3ICHUCTBUS MHJUIMMETPOBBIX
BOJTH, N30MPATEIFHOTO MCIOJIB30BAHHS KOOPIMHAIIHOHHBIX COCMHEHNI METaJUIOB M HAHOKOMIIO3UTOB B
Ka4yecTBE CTHMYJIATOPOB CHHTE3a OHOJIOTMYECKM AaKTHBHBIX BEIIECTB, YTO MPHUBEJIO K IOBBIILICHUIO
aKTHBHOCTH KucioTtoyctodunBbix (pH 2,5) u kucnoronabunbabix (pH 4,7) amunas, CHHTE3HPYEMBIX
MPOM3BOJUTENEM M pa3paboTKe HOBBIX YCOBEPIICHCTBOBAaHHBIX METOAMK CHHTE3a B CIHHOM
TEXHOJIOTHYECKOM IIOTOKE ISl TIOMY4YeHHS HOBBIX (DEPMEHTHBIX IpEnapaTtoB OHOIOTHYECKOTO U
HPaKTHYECKOT0 3HAYCHHS.

Teopernyeckasi 3HAYUMOCTB. TIOJNyYCHHBIE PE3YJNBTATBl  CHOCOOCTBYIOT — BBISICHEHHIO
MEXaHN3MOB CTUMYJISIIIMU TIPOIECCa MHKPOOHMOJIOTMYECKOr0 CHHTE3a aMHJIONINTHYECKUX (EPMEHTOB U
BO3MOYKHOCTH  WCIIOJIb30BAHUS  3JCKTPOMArHUTHOIO  M3JIYYCHUS MIUIMMETPOBOIO  JIMana3oHa,
KOOPJMHAIIMOHHBIX COCTMHEHUI M HAHOYACTHI] B KauecTBe (PaKTOpa MOBBIIICHUS OMOCHHTE3a aMuiia3 y
mramma Aspergillus nigegr CNMN FD 06, obecnieunBarominii IMOBBIIIEHHEIE BO3MOKHOCTH CHHTE3a
(hepMeHTOB.

IIpakTnyeckoe 3HavYeHHe: pa3pabOTaHbl TPH TEXHOJOTMM  HANPABICHHOTO CHHTE3a
amrToauTHIeckKux QepmentoB mrammoM rpuOoB Aspergillus niger CNMN FD 06. Paspaborana
TEXHOJIOTHYECKasl CXeMa IMOJTy4eHUS (DEPMEHTHBIX HPErapaToB ¢ aMHIOIUTHYECKON aKTHBHOCTBIO IPU
rIyOMHHOM KynbTUBHpOBaHuM Mukpomutiera Aspergillus niger CNMN FD 06.

BHenpeHue  Hay4HbIX  pe3yJbTATOB.  CIIOCOOHOCTh K  HANPABICHHOMY  CHHTE3Y
ammwtomutudecknx depmentoB mrammom Aspergillus niger CNMN FD 06 na naGopaTopHOM YpoBHE
Oputa mpoBepeHa B JlaGopaTopuu »H3UMONOTHMH MHCTHUTYTa MUKPOOHMOJOTHH W OMOTEXHOJOTHMH WU B
LleHTpanbHO# KOHTPOJIBHOM JTabopaTtopun Accormaiuu npousoauteseit xieda A.O. «Franzeluta».
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ANNOTATION
Condruc Viorica "Directed synthesis of exocellular amylases from the stem of micromycete
Aspergillus niger CNMN FD 06", doctoral thesis in biology, Chisinau, 2024.

Structure of the thesis: introduction, five chapters, general conclusions and
recommendations, bibliography of 223 titles, 22 appendices, 123 pages of basic text, 23 figures, 32
tables. The obtained results are published in 29 scientific works.

Key words: micromycetes, hydrolytic enzymes/extracellular amylolytic enzymes, amylolytic
activity, nutrient media, enzyme synthesis, Aspergillus niger CNMN FD 06, coordination
compounds, millimeter waves, nanoparticles.

The aim of the work: the development of innovative procedures for oriented synthesis of
extracellular amylases in the submerged cultivation of the fungal strain Aspergillus niger CNMN FD
06.

The objectives of the research: establishing the nutritional requirements, the morphocultural
peculiarities and the optimal cultivation conditions of the strain Aspergillus niger CNMN FD 06 as
an object with biotechnological potential; optimizing the conditions for the oriented synthesis of
amylolytic enzymes by the producing strain, using as growth stimulators and regulators the influence
of low-intensity electromagnetic radiation in the millimeter range, coordinating compounds of metals
and nanoparticles; establishing the optimal parameters for separating the amylolytic enzyme
preparation from the culture liquid of the strain under study.

Scientific novelty and originality: o new strain of fungi - Aspergillus niger CNMN FD 06 -
with high potential for the synthesis of exocellular amylolytic enzymes is proposed to the
microbiological industry. A new variant of nutrient medium is recommended for the submerged
cultivation of the producer, which contains a stimulator of chemical origin and ensures essential
economic efficiency by increasing the yield of amylases and reducing the duration of cultivation
(Invention Patent MD No. 2836. BOPI. No. 8. 2005). The influence of coordinating compounds as
stimulators of microbial synthesis in the fungal strain under study was established (Invention Patent
MD No0.2833. BOPI. No. 8. 2005). The influence of nanocomposites in order to increase the
biosynthesis of enzymes was demonstrated (Invention Patent MD No. 4847 BOPI No. 2.2023). An
amylolytic enzyme preparation with high activity needed in various branches of the national
economy was obtained (Act of experimentation).

The scientific problem solved: scientific substantiation of the ability of the directed
synthesis of amylolytic enzymes by the Aspergillus niger CNMN FD 06 strain and of improving the
enzyme biosynthesis potential by applying the biostimulatory effect of millimeter waves, the
selective use of coordinating metal compounds and nanocomposites as synthesis stimulators of
biologically active principles, which led to increased activity of acid-stable (pH 2.5) and acid-labile
(pH 4.7) amylases synthesized by the producer and the development of new improved synthesis
procedures within a single technological flow to obtain new enzyme preparations of biotechnological
importance.

Theoretical significance: the obtained results contribute to the elucidation of the
mechanisms of stimulation of the process of microbiological synthesis of amylolytic enzymes and
the possibility of using electromagnetic radiation in the millimeter range, coordinating compounds
and nanoparticles as a factor to increase the biosynthesis of amylases by the Aspergillus niger
CNMN FD 06 strain that ensures increased capacities of enzyme synthesis.

Application value: three technologies were developed for the directed synthesis of

amylolytic enzymes by the fungal strain Aspergillus niger CNMN FD 06 with high potential for the
synthesis of exocellular amylolytic enzymes. The technological scheme for obtaining enzyme
preparations with amylolytic activity during submerged cultivation of the micromycete Aspergillus
niger CNMN FD 06 was established.
Implementation of scientific results: the directed synthesis capacity of the amylolytic enzymes of
Aspergillus niger CNMN FD 06, at the laboratory level, was tested in the Enzymology Laboratory,
the Institute of Microbiology and Biotechnology and in the Central Control Laboratory of the Bread
Manufacturers' Associations of S.A. ,,Franzeluta”.
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