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ADNOTARE
Condruc Viorica ,,Sinteza orientata a amilazelor exocelulare la tulpina de fungi
Aspergillus niger CNMN FD 067, teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 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 lucrdri 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 lucririi: 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 catre 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 stiintifica: industriei microbiologice se propune o tulpind noud de
fungi - Aspergillus niger CNMN FD 06 - cu potential inalt de sinteza 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
stabilitd influenta compusilor coordinativi in calitate de stimulatori ai sintezei microbiene la tulpina
fungica in studiu (Brevet de inventie MD Nr. 2833. BOPIL. 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 inalta necesar in diverse ramuri
ale economiei nationale (Act de experimentare).

Problema stiintifica solutionati: fundamentarea stiintificd a capacitatii de sinteza orientatd a
enzimelor amilolitice de catre tulpina Aspergillus niger CNMN FD 06 si de ameliorare a potentialului de
biosinteza enzimatica 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 sintezd ameliorata 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 sintezd microbiologicd a enzimelor amilolitice si posibilitatea utilizarii radiatiei
electromagnetice in 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
sintezd enzimatica.

Valoarea aplicativa: au fost elaborate trei tehnologii de sinteza orientata a enzimelor amilolitice
de catre tulpina fungica Aspergillus niger CNMN FD 06 cu potential inalt de sinteza a enzimelor
amilolitice exocelulare. A fost stabilitd 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 Paine al S.A. ,,Franzeluta”.



AHHOTALIUA
Kongpyk Buopuka «HanpasJieHHbII CHHTE3 BHEKJIECTOYHBIX aMHJIA3 IITAMMOM I'PUOOB
Aspergillus niger CNMN FD 06», noxTopckas quccepramusi o ouosiorun, Kummmnes, 2024,

CTpykTypa [OHcCepTAlMHM: BBEACHUE, IISITh IJIaB, OOLIME BBHIBOABI M PEKOMEH[AIINU,
oubnmorpadus m3 223 HaMMEeHOBaHWH, 22 mpwiokeHus, 123 cTpaHHWIBI OCHOBHOTO TeKcTa, 23
pucyHka, 32 Tabmurpsl. [lomydeHHbIe pe3ynbTaThl OMyOJIMKOBAaHEI B 29 HaydHBIX paboTax.

KawueBble  cjIoBa:  MHUKPOMHUIETBI, THIPOJUTHYECKUE  (PEPMEHTHI/BHEKICTOUHBIE
aMIJIONUTHYECKHE (PEPMEHTBI, aMWJIOJIUTHYECKasi aKTUBHOCTb, IMTATEIbHBIE CpPEIbl, CHHTE3
depmentos, Aspergillus niger CNMN FD 06, koopauHAIMOHHbBIC COCAMHCHHS, MUJTUMETPOBBIC
BOJIHBI, HAHOYACTHUIIBI.

Heas pabGorbi: pa3paboTka WHHOBAIIMOHHBIX METOJOB HANpaBJICHHOTO CHHTE3a
BHEKIICTOUHBIX aMUJIa3 MpU MIyOMHHOM KynbTuBHpoBanuu mmrtamma Aspergillus niger CNMN FD
06.

3agaum ucciieq0BaHNUsA: YCTAHOBJICHUE MMUTATEIBHBIX MOTPEOHOCTEH, MOP(OKYIBTYpaTbHBIX
0COOCHHOCTEW M ONTHMANBHBIX yCIoBHU KynbTrBUpoBaHus mramma Aspergillus niger CNMN FD
06 xak oO0BEeKTa C OMOTEXHOJOTHYECKUM IOTCHIHAJIOM; ONTHUMH3AIUS YCIOBUI HANpPaBICHHOTO
CHHTE3a aMWJIOJUTHYECKHX (HEPMEHTOB IITAMMOM-IIPOAYIIEHTOM; HCIIOJb30BAHUE B KaueCTBE
CTHUMYJISITOPOB POCTa W PETYJIATOPOB BO3ICHCTBUS HU3KOMHTCHCHUBHOTO 3JIEKTPOMArHHUTHOTO
U3JTy4eHUs] MIJUTUMETPOBOTO Uana3oHa, KOOPAHHAIIMOHHBIX COCIMHEHUH METaNIOB U HAHOYACTHIL;
YCTAQHOBJICHHUE ONTHUMAJIBHBIX MAapaMETPOB BBIJCICHHS aMHJIOIUTHYECKOrO (DEepMEHTHOTO Ipernapara
U3 KyJIbTYPaJIbHOH KUIKOCTH UCCIIEAYEMOTO ITaMMa.

Hayynasi HOBM3HA W OPUTHHAJIBHOCTH. MHUKPOOHMOJOTHYECKOW MPOMBIIIJICHHOCTH
npeIokeH HOBbIM mTamMM rpudoB - Aspergillus niger CNMN FD 06 - ¢ BBICOKMM MOTEHIIHAIOM
CHHTE3a BHEKJCTOYHBIX aMHJIOJUTUYECKUX (epMeHTOB. /[l TriIyOMHHOTO KyJIbTUBUPOBAHUS
NpPONYIIEHTa PEKOMEHIOBAaH HOBBIM BapHaHT IHMTATEIBLHONH CpEbl, COJACPIKAIIUN CTUMYJIISITOP
XUMHUYECKOTO  MPOMCXOXKACHUS W OOCCIECUYMBAIOIIMI  CYIIECTBEHHYI0  SKOHOMHYECKYIO
3G PEKTUBHOCTh 33 CUET YBEJIUYCHHS BBIXOJIA aMWJIa3 U COKPAILICHUS CPOKOB KYJIbTHBUPOBAHHS
(ITarent Ha n3o6perenne M/ Ne 2836. BOIIN. 8. 2005). YcraHoBIE€HO BIHSHUE KOOPAUHAIIMOHHBIX
COCJIMHEHUH KaK CTHUMYJSATOPOB MHUKPOOHOTO CHHTE3a HMcCieAyeMbIM mrammoM rpuba (IlateHT Ha
nzooperenne MJ[ Ne 2833. BOIIM. Ne 8. 2005 r.). Iloka3aHo BiMsHHME HAHOKOMIIO3UTOB Ha
ycunenue OuocuHTe3a ¢epmentoB (Ilatent Ha m3oOperenme MJI Ne 4847 BOPI Ne 2.2023).
[Tonydyen amwmonuTUYecKui (epMEHTHBIN mNpemapaT BBICOKOM aKTUBHOCTH, HEOOXOAHUMBIA B
Pa3IMYHBIX OTPACISIX HAPOJHOTO X03s51CTBA (AKT IKCTIEPHMEHTHPOBAHUS).

Pemrennasi Hay4yHasi 3a1a4a; HayYHOE 0OOCHOBAaHKME BO3MOXKHOCTH HAIIPABICHHOTO CHHTE3a
ammionuTudeckux (epmentoB mrammom Aspergillus niger CNMN FD 06 u moBblieHus
NOTEHIHMaNa OHOCHHTE3a (EPMEHTOB 3a CYET NPUMEHEHUS OHOCTHUMYIHPYIOIIETO BO3IEHCTBHS
MUUTHMETPOBBIX BOJIH, U30UPATEIILHOTO UCTIOIB30BaHUS KOOPIUHAIIMOHHBIX COCIMHEHUI METAJJIOB
YU HAaHOKOMIIO3UTOB B Kauye€CTBE CTUMYIATOPOB CHHTE3a OMOJIOTMUYECKH AKTUBHBIX BELIECTB, YTO
IPUBENO K MOBBIIIEHUIO aKTUBHOCTH KHcaoToycTouuBsix (pH 2,5) u kucnoronadbunsueix (pH 4,7)
amMuia3, CHHTE3UPYEMBIX MPOM3BOIUTEICM U pa3padOTKE HOBBIX YCOBEPIICHCTBOBAHHBIX METOJUK
CHHTE3a B €IMHOM TEXHOJIOTUYECKOM IOTOKE Ui TOJIY4EHHUS HOBBIX (DEPMEHTHBIX MpernapaToB
OMOTEXHOJIOTHIECKOTO 3HAYCHUSL.

Teopernyeckasi 3HAYMMOCTB. TIOJIYYEHHBIE pPE3yIbTAaThl CHOCOOCTBYIOT BBISICHEHUIO
MEXaHU3MOB CTUMYJISIIIMU MPOLIECCa MUKPOOMOIOTUYECKOTO CHHTE3a aMUJIOUTHYECKUX (DEPMEHTOB
¥ BO3MOXXHOCTH HCIOJIb30BAHUS SJIEKTPOMArHUTHOTO H3JIYyYCHUS MHIJUIMMETPOBOTO IHara3oHa,
KOOPIMHAIIMOHHBIX COEJAWHEHMH W HAHOYACTHUI[ B KadecTBe (hakTOpa IMOBBIMICHUS OMOCHHTE3a
ammias y mramma Aspergillus niger CNMN FD 06, oGecrieunBaromiii MOBBINICHHBIE BO3MOKHOCTH
cUHTe3a (PePMEHTOB.

IIpakTnyeckoe 3HauveHHe: pa3pabOTaHbl TPU TEXHOJIOTUM HANPABICHHOTO CHHTE3a
aMIITOTUTHYeCKUX (epmeHToB mrtammoM rpubos Aspergillus niger CNMN FD 06. Pa3zpaborana
TEXHOJIOTHUYECKasI CXeMa IMOoJydeHHs (PEPMEHTHBIX MPErnapaToB ¢ aMHJIOJIMTHYECKON aKTHBHOCTHIO
NpY TITyOMHHOM KyJbTHBHpoBaHWU Mukpomuiiera Aspergillus niger CNMN FD 06.

BHenpeHune Hay4yHbBIX Pe3yJbTaTOB. CIIOCOOHOCTh K  HANpaBICHHOMY CHHTE3Y
amuonutndeckux Gpepmenton mramMmmom Aspergillus niger CNMN FD 06 Ha naGopaTopHOM ypOBHE
Obuta poBepeHa B Jlaboparopuu SH3UMONIOTUU MIHCTUTYTa MUKPOOHOJIOTUU U OMOTEXHOJIOTUU H B
LlenTtpanbHoOll KOHTPOJIBHOU TabopaTopun Accouunanuu npousBoautesei xieda A.O. «Franzelutax.



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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optima selectata (5 mg/L), asupra activitatii amilolitice a micromicetei A.
niger CNMN FD 06, in functie de diferite valori ale pH-ului mediului de
cultivare

Dinamica activitatii amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN
FD 06, la cultivare avansatd, cu aplicarea compusului coordinativ
[Ba(L)s][Co(SCN),], conc. 1 mg/L, NaNOs - 9,0 g/L, in conditii de statie
pilot

Dinamica activitatii amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN
FD 06, la cultivare avansatd, cu aplicarea compusului coordinativ
[Sr(L)3][Co(SCN)4], conc. 5 mg/L, NaNOs - 9,0 g/L, in conditii de statie
pilot

Dinamica activitatii amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN
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INTRODUCERE

Intreaga chimie microbiana, precizia si eficacitatea sa
se bazeaza pe calitatile celor aproximativ doua mii de

enzime care catalizeaza reactiile metabolismului celular.
F. Jacob
Actualitatea si importanta temei abordate:

In contextul preocupirilor globale de mediu, enzimele contribuie la conditii de sintezi
mai sigure prin modernizarea tratamentelor chimice ale proceselor de productie, iar tehnologia
enzimaticd ofera alternative mai ecologice si mai putin costisitoare, comparativ cu practicile si
procesele conventionale.

In biotehnologiile moderne cele mai largi utiliziri cunosc hidrolazele. Capacitatea
biocatalitica remarcabila ale enzimelor de a media fin, in condifii moderate de pH, temperatura si
presiune, multitudinea reactiilor biochimice complexe si variate, argumenteaza avantajele
proceselor catalizate de fermenti, fatd de cataliza chimicd, influentdnd considerabil extinderea
sferei de aplicare. Marcate prin particularitatea specifici de a degrada polimerii naturali
(amidonul, celuloza, pectina, lipidele) in substante simple - materii prime pentru multe
produceri, hidrolazele constituie baza tehnologiilor moderne de procesare a materiilor vegetale.

Piata globald a enzimelor, evaluatd in 2021 la peste 11 miliarde USD, raméne a fi
dominata de hidrolaze, in particular de amilaze, lipaze si celulaze. Printre acestea amilazele,
catalizatori a reactiei de scindare a amidonului in zaharuri cu masa moleculara mica, prezinta cea
mai importantd grupa de enzime pentru biotehnologiile performante [45, 90, 103, 112, 116, 139,
201]. Ele constituie 30% din volumul total al enzimelor produse la scara industriala [148].

Pentru intensificarea proceselor tehnologice, in ultimul timp, sunt utilizate pe larg
amilazele de origine microbiand care, datoritd productivitatii Tnalte a microorganismelor,
utilizarea amilazelor de origine vegetala si animala [10, 14, 75, 104, 110, 112, 165].

Consumatori ai amilazelor sunt producerile de mare tonaj ca fabricarea painii i a berii,
producerea glucozei cristaline si a alcoolului. Enzimele complexului amilolitic sunt solicitate pe
larg la fabricarea hidrolizatelor de amidon si a siropurilor, in agriculturd la producerea furajelor
combinate, in industria textild si cea a detergentilor biodegradabili etc. [75, 110, 123, 128, 201].
Amilazele cu grad inalt de purificare se folosesc in cercetari stiintifice la stabilirea topografiei
centrului activ si a mecanismului de actiune al acestui grup de fermenti.

o - Amilazele, fiind metaloenzime tipice, prezintd modele comode in studierea insusirilor

fizico-chimice si capacitatilor biosintetice ale metaloenzimelor [52, 104, 148, 161].
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Amilazele Tnalt purificate sunt in centrul atentiei si In aspectul importantei lor pentru
medicind. Ele se aplicd in enzimoterapie in cazul insuficientei cronice de amilaze si a unor
patologii ale ficatului, pancreasului, altor organe ale tractului gastro-intestinal, provocate de
acumularea anomala a glicogenului.

Dintre microorganisme, performanti producatori ai complexului amilolitic (o - si B -
amilaza, glucoamilaza) sunt recunoscuti fungii miceliali, indeosebi reprezentantii genului
Aspergillus [41, 59, 64, 81, 99, 104, 114, 142, 164, 172, 215]. Avantajele fungilor, ca
producatori ai complexului amilolitic, fata de alte microorganisme, o constituie capacitatea lor de
a secreta enzimele in mediu de nutritie, simplificAnd mult tehnicile de recuperare a fermentilor
din filtratele de cultura [215].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare.

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 §i alcoolului, in zootehnie, in medicina umana si veterinara, in procesarea
amidonului §i a materialelor amidonoase [70]. Totodata, preparate enzimatice in Republica
Moldova nu se produc, iar necesitatile industriilor in enzime se acopera prin import.

Spectrul larg de utilizare a amilazelor de natura microbiana, rezultat cu intensificarea si
perfectionarea proceselor tehnologice, mbunatatirea calitdtii produselor finale, cat si lipsa
producerii preparatelor enzimatice autohtone argumenteaza cercetarile orientate spre
evidentierea, studierea si introducerea in culturd ca obiecte biotehnologice competitive a unor
tulpini de microorganisme inalt producatoare, elaborarea unor procedee moderne de sporire si
stabilizare a biosintezei enzimatice.

Cercetarile din domeniu atesta posibilitatea valorificarii potentialului biosintetic al
tulpinilor fungice prin utilizarea diferitor regulatori ai sintezei microbiene, inclusiv efectul
biostimulator al undelor milimetrice de intensitate joasd, compusilor coordinativi ai metalelor,
nanocompozitelor [2, 4-9, 66, 87, 93, 109, 119, 124].

Elaborarea tehnologiilor de producere a preparatelor enzimatice prin sinteza orientata cu
tulpini selectate de fungi, in calitate de surse de enzime, stabilirea cailor de dirijare calitativa si
cantitativd a potentialului biosintetic, crearea procedeelor economic avantajoase, ecologic
inofensive de reglare si control ale proceselor microbiene sunt actuale, oportune, corespund

tendintelor mondiale de dezvoltare ale stiintelor biologice si ale societatii.
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Scopul lucrarii: Elaborarea procedeelor inovative de sintezd orientatd a amilazelor
extracelulare la cultivarea submersa a tulpinii fungice Aspergillus niger CNMN FD 06.

Obiectivele cercetarii:

1. stabilirea exigentelor nutritive, particularitatilor 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
producatoare, utilizand ca stimulatori si reglatori de crestere influenta iradierii
electromagnetice de intensitate joasa in diapazon milimetric, compusilor coordinativi ai
metalelor si nanoparticulelor;

3. stabilirea parametrilor optimi de separare a preparatului enzimatic amilolitic din lichidul
cultural al tulpinii n studiu.

Ipoteza de cercetare: Capacitatea de biosinteza orientata 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 cobaltului (IIT) cu anioni
fluorurati din clasa dioximelor, a nanoparticulelor metalelor Ti, Fe, Cu, Zn si iradierii
electromagnetice in diapazon milimetric, asigura cresterea capacitatii de sintezd microbiana
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: Setul
de metode selectate in cercetare sunt cele aplicate Tn microbiologie si enzimologie si a inclus un
sir de tehnici si procedee analitice adaptate la obiectul de studiu [51, 57, 63, 67, 77, 82, 88, 89].
In cercetiri au fost aplicate:

— metode microbiologice de identificare a particularititilor morfo-culturale si fiziologo-
biochimice a culturilor de micromicete;

— metode  fizico-chimice  (gravimetrice,  fotocolorimetrice,  spectrofotometrice,
potentiometrice), biochimice si microbiologice clasice si moderne de apreciere a
parametrilor tulpinii 1n studiu, a activitdtii si calitatii compusilor biologici sintetizati;

— metode microbiologice de cultivare si pastrare a tulpinilor biologice-potentiali producenti
de produse biologic active;

— metode standardizate, conform reglementarilor normative, de obtinere si evaluare a

calitatii enzimelor amilolitice obtinute;
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— metode de valorificare a cercetarilor, la nivel de statie pilot si metode matematice de
planificare a experimentelor, de analizd comparativd si de evaluare statisticd a
rentabilitatii preparatelor amilolitice obtinute si tehnologiilor elaborate.

Analiza comparativa a potentialului de biosinteza a enzimelor amilolitice s-a realizat prin
cercetdri de screening a tulpinilor de micromicete din Colectia laboratorului de Enzimologie,
criteriu de selectare a servit nivelul activitatii amilolitice a tulpinilor evaluate. Studierea
particularitatilor morfologice si culturale s-a efectuat in baza determinatorului pentru Aspergilli,
recomandat de autorii Bilai V.I., Covali A.Z., (1988) [58], cu utilizarea microscopului optic SK
14 PZO Warszawa, Poland, cu diferite obiective.

Cercetarile de optimizare a mediului s-au efectuat cu selectarea mediilor de nutritie
recomadate in literatura de specialitate [1, 67, 68] cu aplicarea parametrilor optimi de cultivare
stabiliti pentru producere experimentala. Stabilitatea Tn timp a capacitatii de producere a
enzimelor amilolitice a coloniilor de A. niger CNMN FD 06 a fost verificata prin pasaje repetate
pe medii solide, urmate de inocularea acestora in mediul lichid si determinarea a doua tipuri de
amilaze: acid-labile (pH 4,7) si acid-stabile (pH 2,5), prin metoda colorimetrica cu iod, dupa
gradul de hidroliza a amidonului solubil pana la dextrine [64, 65, 75].

Ameliorarea potentialului biosintetic s-a realizat prin metode, recomandate de literatura
de specialitate: aplicarea undelor milimetrice de intensitate joasa, utilizarea biostimulatorilor de
naturd chimicd si a nanoparticulelor [66, 91, 119, 134]. Influenta undelor milimetrice de
intensitate joasd (1 mW/cm?+10 mW/cm?) s-a studiat utilizand in calitate de generator de unde
milimetrice de intensitate joasa dispozitivul ,,5IBs-1” cu destinatie terapeutica, care emite unde
milimetrice cu A=5,6 (53,8 GHz) in regim periodic si continuu, produs in or. Freazino (Federatia
Rusa) si dispozitivul UEM-3 (Republica Moldova).

Efectul biologic al compusilor complexi ai metalelor de tranzitie si nanoparticulelor a fost
evaluat dupa gradul de modificare a activitatii enzimatice la micromica in cercetare, fiind
aditionati in mediile nutritive sterile odatd cu materialul de inoculare. Suspensiile de
nanoparticule din formele initiale ale preparatelor (lichide sau solide) au fost pregitite cu
utilizarea apei deionizate cu pH-6,25. Valorile pH-ului mediului de cultivare au fost determinate
prin metode potentiometrice cu utilizarea pH-metrului Ino Lab.pH-720 WTW Germania (2010).

Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat conform metodelor acceptate pentru efectuarea
cercetarilor medico-biologice [83].

Structura si volumul tezei: Teza este expusa pe 123 de pagini, inclusiv 32 de tabele, 23

de figuri si consta din introducere, sinteza literaturii, materiale si metode de cercetare, 5 capitole

15



ce reflecta rezultatele cercetarilor si tratarea lor stiintifica, concluzii, bibliografie cu 223 de surse
stiintifice citate, adnotarea tezei In limbile romana, rusa si engleza, 22 de anexe.

Cuvinte-cheie: Aspergillus, micromiceta, enzime hidrolitice, enzime amilolitice
extracelulare, activitate amiloliticd, medii nutritive, unde milimetrice, compusi coordinativi,
nanoparticule.

Sumarul compartimentelor tezei:

CAPITOLUL 1. ASPECTE GENERALE PRIVIND ENZIMELE AMILOLITICE,
PRODUCATORII PERSPECTIVI SI METODE DE SINTEZA ENZIMATICA
AMELIORATA

Cuprinde sinteza celor mai relevante si de ultima ora cercetari in domeniul tehnologiilor
microbiologice, valorificarii potentialului de biosintezd enzimaticd a microorganismelor, in
particular a fungilor miceliali, ca producatori efectivi si de perspectiva a complexului amilolitic.
Este expusa caracteristica complexului enzimatic amilolitic, proprietdtile biochimice a
preparatelor amilolitice si bazele stiintifice ale regimurilor de utilizare in procesele tehnologice
abordate ca problema actuald, atat in plan teoretic, cat si practic. Sunt descrise modelele de
valorificare al potentialului de sinteza orientatd a enzimelor amilolitice sub actiunea undelor
milimetrice de intensitate joasd, ai compusilor coordinativi a metalelor si nanocompozitelor cu
valoare stiintifico-practica, precum si cdile de optimizare a procesului de sintezd orientatd pentru
a Tmbunatati producerea de enzime si de a satisface cerintele diferitor industrii in preparate
enzimatice.

CAPITOLUL 2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Prezinta obiectele de cercetare, metodele si tehnicile de determinare a potentialului
biosintetic si de optimizare a conditiilor de crestere si de valorificare a capacitatii de sinteza a
produselor biologice, in baza rezultatelor altor cercetatori din domeniul de referinta.

Pentru realizarea obiectivelor propuse a fost utilizata tulpina fungica Aspergillus niger
CNMN FD 06, identificata prin metode de screening ca perspectiv producator de amilaze.
Obiecte de cercetare au servit compusii coordinativ ai metalelor si nanoparticulele de diferite
dimensiuni si compozitie chimica.

Metodele microbiologice clasice si moderne de cercetare au fost aplicate pentru studiul
particularitatilor morfo-fiziologice ale micromicetei in studiu, identificarea parametrilor de
crestere pe diferite medii de culturd, la diferite temperaturi si capacitatea acesteia de a produce

doua tipuri de amilaze: acid-stabile (pH 4,7) si acid-labile (pH 2,5).
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Studierea proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii in studiu si vizualizarea coloniiilor a
fost efectuatd cu utilizarea microscopului optic SK 14 PZO Warszawa, Poland, cu diferite
obiective.

Prelucrarea statistica a datelor privind rezultatele a 3-5 repetari obtinute s-a efectuat prin
calcularea mediei, abaterii standard si intervalului de incredere. Prelucrarea matematica a datelor
experimentale si interpretarea grafica a rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul programului MS
Office (Excel).

CAPITOLUL 3. STABILIREA PARTICULARITATILOR MORFO-CULTURALE
SI FIZIOLOGO-BIOCHIMICE ALE TULPINII ANIGER CNMN FD 06

Contine rezultatele cercetarilor de valorificare a microorganismelor ca surse de substante
biologic active, date privind selectarea si studierea tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06 cu
insugiri productive majore, introducerea acesteia in culturd ca obiect de perspectiva pentru
biotehnologiile moderne. Este prezentata descrierea procesului de stabilire a particularitatilor
morfo-culturale si fiziologo-biochimice a tulpinii in studiu cu accent pe cerintele fatd de mediu
de nutritie, in comparatiec cu alte tulpini de micromicete, modificarea parametrilor de
temperaturd, pH, particularitatile de dezvoltare in dinamica pe diferite medii de nutritie, aspecte
ale variabilitatii naturale si modul de manifestare a acestora la micromiceta Aspergillus niger
CNMN FD 06.

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

Rezultatele unui sir de cercetatori confirma faptul ca, problema esentiald a utilizarii
microorganismelor ca obiecte biotehnologice este sporirea capacitatii lor biosintetice [2-11, 15,
24, 33, 44, 78, 119, 130, 144, 188]. Tn acest capitol sunt prezentate rezultatele cercetarilor de
ameliorare a potentialului biosintetic a tulpinii Aspergillus niger CNM FD 06 in trei directii de
baza:

— identificarea mecanismelor de modificare a potentialului de biosinteza, la utilizarea
factorilor de natura fizica, prin iradierea cu unde milimetrice de intensitate joasa;

— stabilirea influentei factorilor chimici - compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie
asupra dinamicii i randamentului de sinteza orientata a enzimelor amilolitice la tulpina in
studiu;

— stabilirea influentei nanoparticulelor metalelor Ti, Fe, Cu, Zn, cu structura si dimensiuni
diferite, asupra activitatii amilolitice a tulpinii de fungi miceliali A. niger CNMN FD 06

in cultura submersa.
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Sunt expuse rezultatele validarii pilot a biotehnologiilor avansate de obtinere a
preparatelor enzimatice amilolitice in baza tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN
FD 06.

CAPITOLUL 5. PROCEDEE TEHNOLOGICE INOVATIVE DE OBTINERE A
PREPARATELOR ENZIMATICE AMILOLITICE LA CULTIVAREA AVANSATA A
TULPINII DE MICROMICETE A. NIGER CNMN FD 06.

Regimurile de precipitare si separare a enzimelor din solutii se stabilesc individual,
pentru fiecare producdtor, tip de enzime, caz concret, in functie de particularitatile tulpinii
fungice si complexului enzimatic sintetizat. In acest capitol sunt prezentate 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 Aspergillus
niger CNMN FD 06. O buna separare a enzimelor se asigura la precipitarea diferita cu utilizarea
solventilor organici, substantelor stabilizatoare cu concentratii diferite. Conform datelor din
literatura [49, 77, 222] pentru sedimentarea complexelor enzimatice sunt folositi solventi sau
amestecul acestora: alcool etilic, alcool izopropilic, acetona etc, iar activitatea enzimelor si
randamentul lor este puternic influentat de valoarea pH-ului mediului de reactie, temperatura si
durata contactului cu solventul.

CONCLUZII GENERALE ST RECOMANDARI contin rezultatele lucrarii, formulate
concis si reflecta rezultatele stiintifice principale care au contribuit la solutionarea problemei

stiintifice (aspect teoretic si aplicativ), originalitatea stiintifica si valoarea practica a cercetarilor.
BIBLIOGRAFIA include 223 de surse care au servit in expunere si au fost citate in teza.

Compartimentul ANEXE include copiile titlurilor de brevet de inventie, actele de
implementare a rezultatelor obtinute, copiile diplomelor si medaliilor obtinute in cadrul

expozitiilor si saloanelor internationale de inventii.
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1. ASPECTE GENERALE PRIVIND ENZIMELE AMILOLITICE,
PRODUCATORII PERSPECTIVI SI METODE DE SINTEZA
ENZIMATICA AMELIORATA

Tehnologia enzimelor este un domeniu interdisciplinar recunoscut de Organizatia pentru
Cooperare si Dezvoltare Economica (OCDE) ca o componentd importantd de dezvoltare
industriala durabild. Tratarea cu preparate enzimatice se utilizeaza pe larg in majoritatea
proceselor tehnologice de prelucrare a materiei prime vegetale in scopul sporirii randamentului
produselor finale, perfectionarii proceselor tehnologice si dezvoltarii tehnologiilor prietenoase
mediului.

Aplicatiile industriale ale enzimelor reprezintd inima biotehnologiilor moderne, care nu
pot fi concepute astazi fara valorificarea, in continud expansiune, a microorganismelor in calitate
de biocatalizatori cu proprietdti imbunatatite sau noi [1, 8, 9, 15, 45, 46, 49, 56, 136-137, 165,
206].

1.1.  Caracteristica complexului enzimatic amilolitic

Amilazele (EC 3.2.11, 3.2.12, 3.2.13) reprezinta o familie de enzime din clasa
hidrolazelor care degradeaza amidonul si polimerii inruditi, generand diverse produse fine,
inclusiv dextrine si polimeri mai mici alcatuiti din unitati de glucoza [40, 45, 46, 49, 148, 161].

Tn conformitate cu clasificarea moderna amilazele, aderate la subclasa Carbohidrazelor
(KD 3.2) - una din subclasele cu multiple aplicari in industrie si medicina [37, 45-46, 75, 148],
hidrolizeaza legaturile o-1,4- si/sau a-1,6 -glucozidice in amidon, glicogen, in poli- si
oligozaharidele inrudite. Fiind biocatalizatori de naturd organica cu structura complexa si
specificitate largd fatd de substrat, amilazele asigurd consecutivitatea transformarilor biochimice
a amidonului, glicogenului si a derivatilor lor in celulele vii. Aceste enzime sunt de mare
importanta in biotehnologia actuald datorita ariei extinse de aplicare potentiala, de la alimentatie,
fermentatie, subtierea si lichefierea amidonului in alcool, fabricarea berii si zaharului, industria
textila si a hartiei pana la sectorul farmaceutic, medical si clinic [103]. Desi amilazele provin din
surse diferite (plante, animale si microorganisme), amilazele microbiene sunt cele mai produse si
utilizate Tn industriile moderne [121].

Complexul amilolitic include enzimele individuale a-amilaza (EC 3.2.1.1), B-amilaza
(EC 3.2.1.2), glucoamilaza (EC 3.2.1.3), oligo - 1,6 - glucozidaza (EC 3.2.110), dextrin - 1,6 -
glucozidaza (EC 3.2.1.33), pullulanaza (EC 3.2.1.41) si izoamilaza (EC 3.2.1.68) [64, 110,111].
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Dupa Insemnatatea practica in prim plan se evidentiaza a-amilaza (1,4 - a - D - Glucan
glucanohidrolaza), B-amilaza - (1,4 - a - D - Glucan maltohidrolaza) si glucoamilaza - (Glucan

1,4 - a - glucohidrolaza), avand structuri spatiale diferite (Fig 1.1).

a-Amilaza microbiana
(de Souza, Br.J.Microbial B-Amilaza de orz
(2010) 41: 850-861)
Fig. 1.1. Structura a-amilazei, p-amilazei si glucoamilazei

Glucoamilaza sintetizata de
Thermoactinomyces vulgaris R-47

Adaptat de autor, sursa: https://en.wikipedia.org/wiki/Amylase

a-Amilaza (1,4 - o - D - Glucan glucanohidrolaza, EC 3.2.1.1) este cea mai importanta
enzimd de degradare a carbohidratilor pentru toate industriile pe baza de amidon si anume:
industria alimentara, farmaceutica, textila, de panificatic si de bere, obtinerea hartiel,
detergentilor [148].

Dupa modul de a ataca substratul a-amilaza este o endoenzima care haotic rupe legaturile
intramoleculare a-1,4 glucozidice din substrat, cu formarea unei cantitati esentiale de a-dextrine
liniare i ramificate cu masa moleculara mare (contin 6-13 resturi glucozidice si dextrine-limita
cu o cantitate mare de legaturi a-1,6). Din acest motiv a-amilazele sunt numite dextrinogene sau
de lichefiere. Sub o alta denumire originala - diastaza, a-amilaza a fost prima enzima detectata,
izolata si stiintific studiata de catre remarcabilul savant rus K.C. Kupxrod (1814) si mai tarziu
de francezii A. Payen si Pers, (1833) [85]. Enzima a fost numita a-amilaza de catre Kun (1924)
astfel cum la actiune asupra amidonului elibereaza glucoza in forma a-mutomera. a-Amilazele
sunt bogate in tirozind si triptofan, sunt proteine active, solubile 1n apa, solutii de saruri si alcool
etilic. Masele moleculare (M.m.) a a-amilazelor fungice si bacteriene putin variaza si sunt
cuprinse in limitele 50000 - 60000 dalton (Dal), exceptie prezentand a-amilaza sintetizata de
Bacillus macerans cu M.m. de 130000 Dal [56]. a-Amilazele se intalnesc frecvent la fungii
microscopici si bacterii, fiind sintetizate de unii reprezentanti in cantitati mari ca exoenzime. o-
Amilazele microorganismelor, ordinar, manifesta activitate catalitica in mediu slab acid la pH
4,5-4,7. Totodata, in complexele amilolitice sintetizate de aspergilii negri se contine o-amilaza

stabila in mediu extrem de acid cu pH-ul 2,0-2,8. a-Amilazele de origine fungica, atat acid-
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labile, cat si acid-stabile manifesta viteza maxima de hidroliza a substratului in mediu mai acid
in comparatie cu a-amilazele sintetizate de bacterii. Masa moleculara a a-amilazei fungice acid-
stabile este de 58000 Dal, iar a a-amilazei acid-labile 51000 Dal [49].

Toate a-amilazele cunoscute sunt metaloenzime si contin in calitate de cofactor catalitic
si stabilizator al activitatii enzimatice ionul de Ca®* (de la 1 pana la 30 gram-atom de Ca?* la o
molecula de enzimd). A fost demonstrat ca toate a-amilazele, indiferent de origine, fungica sau
bacteriana, contin cel putin 1 gram-atom de Ca®" la o molecula de enzima. La instriinarea totala
a Ca®* din moleculd, enzima isi pierde complet capacitatea de a hidroliza substratul. Ionii de Ca®*
confera stabilitate macromoleculei de a-amilazad, consolidandu-le suprastructura. Prin ei se
stabilizeaza structura secundara si tertiard a proteinei si enzima devine rezistentd la denaturarea
prin caldurd, pH si uree. a-amilaza din mucegaiuri fixeaza Ca* foarte puternic, Tncat acesta nu
poate fi indepartat nici prin dializa indelungata fata de EDTA, iar a-amilaza din malf pierde usor
ionii de Ca®* prin dializa. Prin indepartarea ionilor de Ca®* a-amilaza se inactiveaza [121].

Totodata a-amilaza se caracterizeaza prin termostabilitate mai inalta in comparatie cu alte
tipuri de amilaze, fapt atribuit de catre cercetdtori continutului sporit de Ca®" in molecula. Cele
mai termostabile sunt a-amilazele produse de bacterii, urmate de cele din malt, apoi cele fungice.
Avantajele a-amilazelor termostabile sunt determinate de capacitatea de a hidroliza substraturile
la temperaturi mai crescute de 70°C [121]. Un bun producitor de a-amilaze termostabile este
cultura bacteriana Bacillus stearothermophilus, care poseda si activitatea de lichefiere a
amidonului mai superioara decét a amilazelor din malt si a celor fungice [10].

p-Amilaza (a-1,4-glucan - maltohidrolaza, 3.2.1.2.) - exoferment care manifesta afinitate
catre penultima legatura a-1,4 a terminalului nealdehidic al sectoarelor liniare din moleculele de
amiloza si amilopectind cu acumularea in mediul de reactie a unitatilor de B-maltoza si de
maltotrioza [45, 64].

Centrul catalitic al B-amilazei contine grupele sulhidrilice, carboxilice si ciclul imidozolic
al radicalului de histidina. Spre deosebire de o-amilaza, f-amilaza nu hidrolizeazd amidonul
nativ si manifesta stabilitate inaltd in lipsa ionilor de calciu. f-Amilaza este rezistenta la
aciditatea sporita, astfel, la incubare, timp de 4 ore, la pH 4,2 si 20°C a-amilaza se inactiveazi
complet, pe cand p-amilaza, in aceste conditii, nu suferd schimbari. In practica aceasti insusire
se utilizeaza pentru separarca f-amilazei de a-amilaza. pH-ul optim de activitate al B-amilazei
este 5,2, iar pH-ul de stabilitate maxima 4,5-8,0. B-Amilaza este afectatd de temperaturile
ridicate. Pentru separarea a-amilazei de B-amilaza in extrasul de malf se adauga 0,2% de

(CH3COO0),Ca si se incalzeste la 70°C, timp de 15 min. Sarea de Ca®* addugata protejeaza a-
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amilaza de inactivare. Ambele forme de amilaza contin o grupa sulthidrilica (-SH) la o molecula
de enzima si 1-10 g atomi de Ca®*/mol enzima [64, 75, 96].

Glucoamilaza (o-1,4-glucan glucohidrolaza) este o enzima cu actiune exogena asupra
substratului, care catalizeaza scindarea consecutiva a ramasitelor de D-glucoza a terminalelor
nereducatoare ale lantului polizaharidic cu eliberarea glucozei, manifesta afinitate catre legaturile
a-1,6 din polizaharidele ramificate (amilopectind, glicogen, B-dextrine), hidrolizandu-le cu
aceiasi viteza ca legaturile o-(1-4), fiind capabila de a hidroliza legaturile a-(1-2), si a-(1-3).
Conform datelor din literaturd enzima se intdlneste in toate obiectele biologice si este cunoscuta
sub diferite denumiri - y-amilaza, amiloglucozidaza, exo- 1,4-a-glucozidaza [45, 49, 64, 85].

Glucoamilaza este sintetizata de multe microorganisme si de plante. Masa moleculara a
glucoamilazelor fungice constituie 97000 Dal. Structura tertiara a proteinei este stabilizatd de 6
grupe sulfhidrilice (-SH) si 4 legaturi disulfidice (-S-S-). Studiul nivelului supramolecular de
organizare a glucoamilazei a aratat prezenta structurii cuaternare, constituitd din doud subunitati
identice catalitic active cu Mm de 53600 Dal fiecare [81]. Se disting doua tipuri de glucoamilaze
- acide cu optimul activitatii la pH-ul 4,8 si neutre cu valoarea optima a pH-ului de activitate 6,5-
7,2, sintetizate mai frecvent de levuri. Glucoamilazele de origine fungica au optimul de activitate
la pH-ul 4,5-5,0 si temperatura de 45°C.

Mecanismele de actiune enzimatica caracteristice, implicit si pentru amilaze, sunt
explicate, in general, prin doua ipoteze:

1) Mecanismul ,,lacat-cheie”, propus de Fischer (1894), care sustine ca, atat un substrat
cat si o enzima prezintd forme geometrice specifice care se potrivesc. Acesta specificd faptul ca
situs-ul activ al unei enzime are o conformatie unica si este complementar structurii substratului
(cheia) si, prin urmare, permite celor doua molecule sa se potriveasca [166]. Conform acestui
model, structurile manifesta rigiditate, ramanand fixate pe tot parcursul procesului de legare [64].

2) Mecanismul ajustarii induse, propus de Koshland (1958), care aduce unele modificari
in ipoteza mecanismului ,,lacat-cheie” si sugereaza ca, gruparile functionale esentiale pe situs-ul
activ al enzimei libere nu sunt in pozitiile lor optime pentru desfasurarea catalizei. Deoarece
enzimele sunt destul de flexibile, atunci cand molecula de substrat se leaga de acestea, situs-ul
activ al enzimelor adopta o forma geometrica favorabila pentru a forma starea de tranzitie. Deci,
conform sugestiei Koshland, substratul induce o modificare conformationala a enzimelor care
aliniaza reziduurile de aminoacizi sau alte grupari pentru legarea si cataliza substratului [64].

Drept urmare, Kuddus, (2018) [165] expune algoritmul mecanismului de cataliza a

substratului de catre enzime in urmatoarele etape:
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a) molecula de substrat intrad n contact cu locul activ al enzimei prin legaturi necovalente.
Situs-ul activ este regiunea enzimei care se combina cu substratul;

b) substratul si enzima formeaza un complex enzima-substrat (ES);

c) molecula de substrat este transformata intr-un produs de reactie fie prin rearanjarea
atomilor, fie prin descompunerea substratului sau imbinarea acestuia cu altd molecula,

d) desfacerea complexului enzima-substrat (ES) duce la formarea produsului de reactie,
care este eliberat de situs-ul activ al enzimei;

e) natura enzimei este neschimbata si poate cataliza o noua reactie.

Pentru amilaze substratul natural este amidonul, glicogenul si produsele degradarii lor
partiale. Structura griuncioarelor de amidon rdmane obiect de studii si acest fapt creaza
dificultati la studierea mecanismului de actiune a amilazelor asupra granulei integre de amidon,
moment important pentru utilizarea practica a enzimelor. De remarcat ca, mecanismul de actiune
al amilazelor poate fi influentat de natura substratului si de insusirile amilazelor.

Tn literatura de specialitate [73, 187] sunt expuse doud ipoteze asupra mecanismului
actiunii amilazelor. Prima presupune ca amilazele actioneazd conform mecanismului in lant,
forméand complexul intermediar ,,enzima-substrat” prin asimilarea capatului neredus al lantului
(fig.1.2.b). Miscarea ulterioara a enzimei pe acest lant are loc conform mecanismului de pluriatac
(fig. 1.2.a si 1.2.¢), adica enzima formeaza un complex cu molecula substratului apoi, peste
cateva etape, acest complex se dezintegreaza si enzima se leaga cu o alta molecula din substrat.

B-amilaza, ca rezultat, elibereazd o moleculd de maltoza, iar glucoamilaza - o molecula de
glucoza [189].

a) atac neuniform b) atac in lant c) atac multiplu
Fig. 1.2. Modelul ipotetic al mecanismului de actiune al amilazelor asupra polizaharidelor
[preluat: http://www.scritube.com™>Amidonul, glucoza, zaharul, mierea de albine]
Astfel, mecanismul actiunii amilazelor favorizeaza utilizarea enzimelor complexului
amilolitic in producerea hidrolizatelor de amidon, berii, alcoolului, sucurilor si conservelor din
fructe si legume, in vinificatie, in panificatie, la fabricarea detergentilor, industria textila,
zootehnie [46, 64, 85, 97, 116, 139, 166, 187, 201]. Pe larg se utilizeaza amilazele inalt purificate

in medicina, ca remedii medicamentoase, la tratarea bolilor tractului gastro-intestinal etc. In

cercetari stiintifice amilazele cu grad inalt de purificare se folosesc la cercetarea topografiei



centrului activ §i mecanismului de actiune al acestui grup de fermenti, cat si in studierea
insusirilor fizico-chimice caracteristice metaloenzimelor [189, 195].

1.2. Fungii miceliali ca producitori efectivi si de perspectivi ai complexului
amilolitic

Enzimele amilolitice prezinta unul din cele mai raspandite complexe enzimatice din
naturd, fiind identificate la animale, ciuperci, plante, eucariotele unicelulare, bacterii si arhee.
Cele mai importante surse de amilaze din lumea vegetald prezinta grupa cerealierelor, boabele
carora, in deosebi In stare germinatd, contin cantitati semnificative de amilaze si se utilizeaza ca
surse de amilaze in producerea alcoolului. Amilazele maltului din orz au rol principal n
tehnologia producerii de bere, amilazele fainei de grau si secard - In tehnologia produselor de
panificatie.

Surse bogate de a-amilaze sunt sucul pancreatic, pancreasul si saliva unor animale
omnivore §i rozatoare. Cea mai activd este amilaza din saliva omului. La animale primul loc
dupa activitate 1l ocupd amilaza pancreasului de porc, care serveste drept materie prima pentru
fabricarea preparatelor de amilaza pancreatica, pe larg utilizate in medicina, pH-ul optim de
actiune al amilazelor pancreatice este 6,8. Amilazele de origine animala sunt activate de ionul de
Cl'. Amilazele din semintele germinate si din culturile de mucegaiuri nu necesitd ionul de CI'
pentru activare [45]. Nerentabilitatea amilazelor de origine animala este motivata de randamentul
produsului finit, care constituie 5-6% fata de pancreasul proaspat, proprietatile fizico-chimice
variabile, tehnologia de extragere destul de complicata si, respectiv, pretul de cost foarte Tnalt al
preparatelor obtinute [46].

Desi plantele si animalele produc amilaze, in procesele industriale sunt utilizate enzimele
din surse microbiene datoritd unor factori importanti ca: productivitatea, stabilitatea termica a
enzimei, precum si tehnologiile simple de cultivare a microorganismelor [1, 14, 25, 46].

Microorganismele, ca orice organisme vii, sunt sisteme specifice, complex organizate,
dotate cu continuitate genetici, deci cu capacitatea de a se reproduce independent. In cazul in
care sunt aprovizionate cu hrand ele 1si sintetizeazd constituentii proprii, folosind pentru aceasta
energia eliberatd din degradarea enzimaticaA a substratului lor nutritiv. Prin urmare
microorganismele sunt capabile de o activitate fiziologica neintreruptd, mai mult sau mai putin
intensd, in cursul céreia cresc, se divid si isi modifica structura, compozitia chimica, pozitia in
mediu etc. [49, 50, 56, 64, 85, 177].

Microorganismele, in principal fungii si bacteriile, mai rar drojdiile, prezinta una din cele
mai importante surse pentru obtinerea preparatelor enzimatice, deoarece pot sintetiza selectiv si

dirijat componentii complexului amilolitic: a-amilaza, -amilaza si glucoamilaza [166].
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Levurile, in calitate de perspectivi producatori ai complexului amilolitic, au fost studiate
de un sir de autori ca: Stepanov si col., (1999) [90], care face cercetari privind reglarea
biosintezei enzimelor amilolitice de catre Endomycopsis fubuliger 20-9, Wilson s.a. (1982)
izoleaza si caracterizeaza complexul amilolitic sintetizat de Schawanniomyces alluvius, Tubb R.
(1986) caracterizeaza levurile amilosintetizatoare cu aplicatie comerciala, Mot si Verachtert
(1986) descriu procesul de enzimogeneza a amilazelor la diferite specii de drojdii asa ca:
Filobasidium capsuligenium (1985), Trichosporon pullulans (1986), Candida antarctica CBS
(1987), Kelly si col. (1985) prezinta capacitatea de sinteza a a-amilazei termostabile de catre
Lipomyces starkeyi. Linardi si Machado, (1990) [169] prezinta rezultatul screening-ului a 228 de
specii de levuri izolate din medii naturale: rezultate superioare au prezentat speciile
Aureobasidium pullulans-100 AA/ml, Candida famata -162 AA/ml si Candida kefyr - 128
AA/ml [169, 203].

Totusi cele mai avantajoase surse de amilaze prezinta bacteriile si fungii miceliali. Aceste
microorganisme intrunesc inalte insusiri tehnologice si economice, asigurand, la cultivarea in
conditii controlate, biosinteza intregului complex de amilaze, in scurt timp si Tn cantitati
considerabile [56, 64, 68, 79].

Selectarea unor tulpini noi de microrganisme producatoare de enzime, cu productivitate
inalta e dificild, deoarece majoritatea metodelor de cercetare microbiologica nu sunt perfecte,
mediile nutritive nu corespund cerintelor respective, identificarea culturilor necesitd un volum
mare de munca [ 31]. Conform datelor din literatura producatorii de amilaze, pe medii ce contin
inductori (amidon, dextrine, lactoza, tarate de grau si orz, faind de porumb etc.), manifesta
maximul sintezei enzimatice la a 3-ea - 6-a zi de cultivare. Prin cercetari multiple este constatat,
de asemenea, ca majoritatea fungilor miceliali intensiv sintetizeaza amilaze la valoarea pH-lui 4,5-
5,0[172, 177, 195].

Multiple cercetari au raportat ca, amilazele sunt produse de o serie de ciuperci, inclusiv
Aspergillus, Rhizopus, Fusarium, Candida, Penicillium, Thermomucor bazidiomicet, Fomitopsis,
si Thermomyces [1, 25, 41, 59, 64, 85, 104, 110, 122, 141, 176]. Superioritatea amilazelor
microbiene constd in activitatea lor inaltd si specificitatea largd de substrat. Datorita acestor
performante amilazele microbiene, in ultimele decenii, pe larg se aplica in perfectionarea multor
procese tehnologice, substituind consecvent amilazele de provenintd vegetala si animala.

Fata de preparatele enzimatice amilolitice de origine vegetala, obtinute din malf si fata de
cele de origine animala, obtinute din pancreas, preparatele enzimatice microbiene prezintd mai

multe avantaje:
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— sunt mai ieftine, deoarece se prepara din materii prime care sunt subproduse ale industriei
alimentare: tarate de grau, extract de porumb, melasa etc., la care se adauga uneori si mici
cantitati de saruri nutritive care sunt de asemenea ieftine, iar pretul de cost, la care se pot
obtine, le face competitive cu produsele similare din alte surse;

— se pot produce 1n cantitati nelimitate, fabricarea lor nefiind legata de cantitatea de materie
prima disponibila;

— 1in functie de specia de microorganisme se pot obtine preparate enzimatice amilolitice
care corespund mai bine diferitor scopuri practice;

— 1n afard de enzimele amilolitice, In dependentd de scop, pot fi extrase si alte enzime
hidrolitice: carboxilesteraze, fosfoesteraze, sulfataze, nucleotidaze, hemicelulaze,
celulaze si desigur enzime proteice;

— randamentul de producere enzimatica a microorganismelor poate fi marit prin selectarea
mediului de nutritie, prin obtinerea de mutanti inalt productivi, prin inductie si influenta
asupra conditiilor de biosinteza.

Pentru biosinteza industriala se utilizeaza microorganisme selectionate, inalt producatoare
de a-amilaza. Printre bacterii, in caliate de buni producatori, se pot remarca cele din genul
Bacillus si Streptomyces, asa ca: B. macerans ATCC 8517, B. stearothermophilus ATCC 7954,
B. subtilis sp., B. amyloliquefaciens ATCC 15841, B. subtilis NRRL B-3411, B. licheniformis
NCIB 8059, ATCC 6598, 11945, Bacillus sp. ATCC 21596, Bacillus sp. KCA102, S. tosaensis
ATCC 21723, S. albus ATCC 21725 [10, 14, 75, 77, 79, 95, 101, 157, 162].

Producatori buni de amilaze sunt recunoscuti fungii microscopici din genurile Aspergillus
(A. fumigatus, A. flavus, A. flavipes, A. ochraceus, A. glaucus, A. nidulans, A. niger, A. awamori,
A. oryzae, A. terreus), Rhzopus (R.delemar, R.niveus), Penicillium (P. chrysogenum, P.
fenicullosum, P. notatum), pentru care se mentioneaza metabolismul deosebit privind capacitatea
de a metaboliza o gama largd de diverse substraturi, reprezentate adesea de subproduse sau
reziduuri industriale, potentialul inalt si caracterul adaptiv de biosinteza, ritmul rapid de
multiplicare si consumul relativ mic de energie [49, 56, 59, 73, 75, 123].

In industriile moderne in calitate de principali producatori ai enzimelor amilolitice sunt
utilizate tulpinile A. niger ATCC 10864, 15475, A.niger FAB-211, A. oryzae ATCC 1011,10196,
11488, 11491, 11601, 12892, 14156, 14605, A. alliaceus ATCC 10060, A.awamori,
Paecilomyces subglobosus ATCC 16493, R. oryzae ATCC 12883 [64, 79-81, 96, 114].
Producatorii industriali se caracterizeaza prin diferitd capacitate de sintezd a complexului

amilolitic integru sau una din componentele acestuia in dependentd de tulpina fungica si
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conditiile de cultivare. Studiile arata ca, frecvent formele industriale ale amilazelor sunt obtinute
cu utilizarea micromicetelor din genul Aspergillus. Fungii microscopici din genul Aspergillus ca
producatori de amilaze se cunosc relativ demult. Pentru prima datd Atchinson in 1881, apoi
Kelner, Modi si Nagoca in 1890 au descris capacitatea tulpinii fungice A. oryzae de a
descompune amidonul [85, 142]. Reprezentantii acestui gen dupd natura pigmentdrii se
subdivizeaza in aspergili negri si galben - verzi.

A. niger este unul dintre cele mai importante microorganisme utilizate Tn biotehnologie,
fiind folosit deja de multe decenii pentru a produce enzime extracelulare (alimentare) si acid
citric. Aspergilii negri se caracterizeaza printr-un spectru mai larg de informatie genetica in ce
priveste biosinteza enzimelor hidrolitice (proteaze, celulaze, pectinaze, nucleaze etc). In plus, A.
niger este folosit pentru biotransformari si tratarea deseurilor [153, 171]. In ultimele doud
decenii, A. niger a fost dezvoltat pentru potentialul de sinteza a enzimelor alimentare. Aspergilii
negri sunt utilizati pe scard larga, datoritd capacitdtilor lor de sintezd a metabolitilor celulari:
enzime extracelulare si acizi organici, care sunt utilizati in prelucrarea alimentelor si in
producerea alimentelor traditionale, in special In Orient. Produsele sintetizate de tulpini de A.
niger detin statutul GRAS (General Recognized As Safe) [206].

Unii reprezentanti ai aspergililor negri, asa ca: A.niger, A. batatae, A. usamii, A. awamori
la cultivare submersa sintetizeaza o-amilaza, glucoamilaza si transglucozidaza [56, 64, 75, 85,
148].

Majoritatea culturilor care se refera la aspergilii galben-verzi, asa ca: A. flavus, A. oryzae,
A. glaucus, A. ochraeus, A. nidulans, A. fumigatus si alte specii produc o-amilaza, iar
glucoamilaza si transglucozidaza in cantitati infime [75]. In Japonia pentru producerea
glucoamilazei se cultiva A. awamori var. Kawachi, care sintetizeaza pe substratul cu amidon
complexul amilolitic format din a-amilaza-14-20 U/g, dexrinaza 8000-1000 U/g, glucoamilaza
120-150 U/g [81, 146, 176].

Referitor la a-amilaza, sintetizatd in conditiile cultivarii submerse a fungilor din genul
Aspergillus, indicii din literatura atentioneaza asupra existentei a doua forme de a-amilaza:

— o-amilaza aspergililor verzi - galbeni: grupul flavus - oryzae produc forme acid-labile;
— o-amilaza aspergililor negri, grupul niger, produc forme acid-stabile, care in conditiile pH

2,5 timp de 30 de minute 1si pastreaza 90% din activitatea initiala;

— o-amilaza acid-stabila are aminoacid N-terminal alanina, iar a-amilaza acid-labila -
leucina. Ca aminoacizi C-terminali a-amilaza acid-labila poseda serind, glicina, alanina,

iar a-amilaza acid-stabila- valina;
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— o-amilaza acid-stabila produsa de A. niger contine 24 moli de manoza si 4 moli de
hexozamina pe 1 mol de enzima, in timp ce a-amilaza A. oryzae nu contine resturi de
— carbohidrati [137, 161].

Tn prezent microorganismele cele mai folosite pentru producerea de preparate enzimatice
amilolitice si, in general, pentru alte preparate enzimatice hidrolitice sunt speciile de mucegaiuri
A. oryzae, A. niger, A. awamori, A. flavus, A. terricola, A. flavipes, diferite specii de Penicillium,
Rhizopus si Mucor si bacteriile speciei Bacillus: Bacillus sp., B. subtilis si B. licheniformis [10,
14, 15, 36, 39, 44, 59, 64, 73, 77, 79, 81, 95, 103, 110].

Dintre a-amilazele fungice si bacteriene interes practic sporit prezinta patru o-amilaze: o-
amilaza produsa de B. subtilis cu optimul pH de activitate 6,0, a-amilaza A. oryzae cu optimul
pH de activitate 4,7, a-amilaza bacteriilor termofile si a-amilaza acid-stabila sintetizata de
aspergilii negri.

Ultimele doud forme de o-amilaze sustin temperatura de 70-75°C si aciditate sporita, pH
2,5-3,0 practic fara pierderi in activitate. Intre timp alte o-amilaze, cunoscute in conditiile
mentionate, complet si fara restabilire isi pierd nsusirile catalitice.

Sistemele enzimatice hidrolitice ale diferitor specii de mucegaiuri diferd intre ele foarte
mult, atat prin natura enzimelor pe care ele le pot elabora, cat si prin coraportul dintre diferite
enzime, unele enzime fiind sintetizate 1n cantitati mult mai mari decat altele [56, 96]. Diferenta
in sinteza enzimelor exista chiar si In cadrul speciilor. Acest fapt a fost demonstrat experimental
de datele prezentate Tn literatura de specialitate [25, 86, 148, 203] in procesul screengului prin
analiza comparativa a activitatii amilolitice la diferite tulpini.

In cazul utilizarii fungilor in calitate de producitori de enzime este important si tinem
cont de faptul ca pentru fungi, ca si pentru alte microorganisme, este caracteristica variabilitatea
naturald, care conditfioneaza adaptarea organismului la conditiile de mediu [6, 9] care, la randul
ei, complicd lucrul de cercetare si diminueazd eficienta utilizarii microorganismelor in
producere, datoritd inlocuirii variantelor active prin cele ne active sub actiunea factorilor
selectivi ai mediului [14, 17, 41, 79]. Variabilitatea naturala poate duce la pierderea proprietatilor
mai active variante din populatii [105].

Mecanismul disocierilor pe subpopulatii are la bazd transformari intergenotipice
reversibile. Dupa datele din literatura [79] la bacterii disocierea constituie existenta asociativa in
populatii a celulelor, care la divizarea ulterioara genereaza variante ce se deosebesc dupa
particularitatile morfologice, fiziologo-biochimice §i genetice, cat si prin capacitatea de a se

modifica cu intensitatea de 102-10" 1a o divizare celulari. Aceasta determini modificarea multor
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proprietati morfologice si fiziologo-biochimice a celulei: producerea hidrolazelor extracelulare si
eficienta degradarii biopolimerilor, capacitatea de a sintetiza compusi biologic activi, rezistenta
la influenta factorilor externi [59].

Schimbarile fenotipului la microorganismele cu acelasi genotip (variabilitatea naturald)
au loc sub influenta anumitor factori de mediu sau stresorici si se pastreaza pe perioada actiunii
acestor factori. Modificarile nu actioneazd asupra genotipului, nu se mostenesc, dar se
controleazd si se limiteazad de cdtre genotip. Particularitdtile morfo-culturale aparute la
variabilitatea naturald pot fi pastrate In generatii o oarecare perioada de timp. Durata pastrarii
modificarilor este conditionata de faptul cd celulele-fiice in procesul Inmultirii nu transmit doar
structurile mostenite, dar si produsele schimbului de substante a celulei [59]. Aspectele
variabilitatii naturale aparute sub influenta factorilor de mediu nu au o importanta cardinald in
evolutia microorganismelor, dar asigura variabilitatea populatiilor de microbi in conditiile
variabile ale mediului inconjurator [6, 86, 122].

Identificarea, selectarea si mentinerea modificarilor pozitive indelungate permit de a spori
eficienta proceselor enzimatice industriale realizate de microorganisme. Totodatad, in conditiile
naturale procesul de disociere asigura adaptarea populatiilor microbiene la conditiile de mediu si
largeste hotarele de supravietuire a speciei [6, 42].

Cele relatate argumenteaza importanta studierii variabilitatii naturale la tulpinile fungice -
producatoare de enzime, in particular la tulpina in studiu. Variabilitatea naturald in cadrul
populatiilor de microorganisme genereaza aparitia in colonii a variantelor morfologice noi. Multi
autori sustin cd acest proces la microorganisme are importantd adaptiva [6, 42] si se manifesta
mai accentuat decat la organismele superioare reiesind din perioada scurtd de generatie, mutatii
frecvente, recombinari si schimb de material genetic.

Principiile si metodele de baza de selectie si apreciere a stabilitatii tulpinilor de fungi de
importanta industriala utilizate in procesul lucrului experimental sunt:

1. analiza culturilor prin utilizarea diferitor medii nutritive agarizate;

2. evaluarea comparativa a tulpinilor, obtinute prin inocularea din diferite colonii separate
morfologic din cultura paterna (metoda Das Gupt);

3. metoda citologica (metoda Matchevici, 1981).

Utilizarea acestor metode permite de a separa si caracteriza variantele spontan aparute, de
a determina conditiile de stabilizare si mentinere a activitatii producatorului, precum si

particularitatile lui cultural morfologice si biochimice.
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Progresele remarcabile realizate de enzimologie, in cunoasterea cailor de sinteza si de
degradare a substantelor organice de cétre materia vie, au permis numeroase aplicatii practice ale
fermentilor in domenii de activitate diferite [37].

Diapazonul larg si necesitatea extrema a amilazelor fungice si bacteriene 1n diferite
ramuri industriale si medicind creaza deficit nu numai a preparatelor tehnice, dar si a celor cu
grad de purificare inalt, a formelor omogene de amilaze. Tratarea cu preparate enzimatice se
utilizeaza pe larg Tn majoritatea proceselor tehnologice de prelucrare a materiei prime vegetale
(fructelor, legumelor, strugurilor, a produselor cerealiere, biomasei plantelor medicinale si
eterooleaginoase, etc.) in scopul sporirii randamentului produselor finale, extinderii
sortimentului §i Tmbundtatirii calitdtii lor, perfectiondrii proceselor tehnologice, credarii
tehnologiilor cu volum redus de deseuri sau fara deseuri [140, 141, 166]. Enzimele complexului
amilolitic se utilizeaza pe larg in producerea hidrolizatelor de amidon, berii, alcoolului, sucurilor
si conservelor din fructe si legume, in vinificatie, in panificatie, la fabricarea detergentilor,
industria textild, zootehnie. Pe larg se utilizeaza amilazele 1nalt purificate in medicina ca remedii
medicamentoase la tratarea bolilor tractului gastro-intestinal etc. In cercetiri stiintifice amilazele
cu grad inalt de purificare se folosesc la cercetarea topografiei centrului activ si a mecanismului
de actiune al acestui grup de fermenti, cat si in studierea insusirilor fizico-chimice caracteristice
metaloenzimelor [103, 107, 110].

Reiesind din cele expuse studierea proprietdtilor biochimice a preparatelor amilolitice si
elaborarea bazelor stiintifice a regimurilor utilizarii lor in procesele tehnologice este o problema
actuala atat in plan teoretic cat si practic.

Mai perspective pentru economia nationala a Republicii Moldova sunt elaborarile de
obtinere si utilizare a enzimelor amilolitice de naturd microbiana, datoritd spectrului larg de
utilizare, actiunii de intensificare a proceselor de producere, imbunatatirea calitatii produselor
finite. Cultivarea microorganizmelor-producatori in Moldova poate fi realizata pe substrat ieftin
si accesibil, 1n special valorificand deseurile productiei agricole, care se acumuleaza anual circa
2 min. tone, asigurand astfel redresarea situatiei ecologice din tard. Trebuie de mentionat ca,
reiesind din capacitatea lor de a se biodezintegra, enzimele sunt produsi ecologic puri [70].

1.3. Sinteza orientata a complexului enzimatic amilolitic de citre micromicete

Din cele expuse deducem cd, surse avantajoase de amilaze sunt recunoscuti fungii
miceliali, caracterizati prin capacitate de a produce In cantitati semnificative o gama larga de
amilaze exocelulare, manifesta receptivitate inaltd la schimbarile conditiilor de cultivare ce
creeazd o platforma perfectd de dirijjare a proceselor biosintetice In vederea sporirii activitatii

enzimatice.
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Totodata stabilitatea enzimelor este un factor deosebit de important care trebuie luat in
considerare odatd cu administrarea acestora in procesul tehnologic. Reactiile enzimatice sunt
influentate de factori precum: prezenta si concentratia enzimei si a substratului, nivelul pH-ului,
temperatura, presiunea, prezenta inhibitorilor si a activatorilor [112, 116, 128, 139, 165].

Pentru selectarea tulpinii fungice care sa producd enzima sau sistemul enzimatic dorit, ne
vom ghida de aspectele elucidate de Zarnea G. in Biotehnologia preparatelor enzimatice
microbiene (1980) [49] si anume: trebuie sa se testeze dacda microorganismul metabolizeaza
substanta biologic activa, nu manifesta putere patogena, nu elaboreaza micotoxine, sa nu posede
potential alergen, sa producd cu precadere si in cantititi mari enzima sau complexul enzimatic
dorit, sa se dezvolte autoprotejat pe medii de cultura ieftine, procesul de dezvoltare si biosinteza
a enzimelor sa dureze cat mai putin etc. [49, 50].

Tulpinile de microorganisme special selectate trebuie sa posede proprietati fiziologo-
biochimice atractive: activitate fermentativa inaltd, viteza de crestere mare, stabilitate a
proprietatilor culturale si biochimice, rezistenta la infectii, disponibilitate mica spre disociere cu
formare de variante mai putin pretioase, dar, foarte important, sa fie netoxice si ecologice [1, 22,
39, 79, 85, 103, 112, 123].

Cresterea culturilor de microorganisme, producdtori ai enzimelor amilolitice, se
realizeazd prin doud metode: cultivare in suprafatd si cultivare submersd. Prin metoda ,,in
suprafatd” se produc mai putin de 10% din preparatele amilolitice comercializate. Prioritate se da
metodei de cultivare submersa, care prezinta un sir de avantaje:

— permite de a obtine enzime extracelulare, astfel depasind procesul extragerii acestora din

tesuturi;

— putem dirija procesul de sinteza individuald a complexului enzimatic prin modificarea

parametrilor de crestere;

— permite planificarea si automatizarea totald a procesului de crestere, simplificarea
obtinerii enzimelor si posibilitatea cresterii, in flux continuu, a microorganismelor, deoarece
pentru obtinerea randamentului maximal de enzime important este nu numai de a selecta
producatorul activ, dar si de a crea conditii optime de cultivare.

Tulpinile microbiene, sustine Cristesco Dumitru in Bacterii si enzime in biotehnologia tesutului
colagenic (1989) [13], necesita o compozitie a mediului de cultura cu rol triplu, care:

— sa asigure necesarul de nutrienfi pentru o crestere acceleratd si o activitate biologica

normala;

— sa stimuleze biosinteza enzimelor induse si sa creasca nivelul enzimelor constitutive;
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— sa asigure acumularea enzimelor biosintetizate in stare activa sau inactivate reversibil.

Biosinteza amilazelor variaza considerabil in functie de tulpina fungica, de starea
fiziologica a microorganismului producator, precum si de parametrii de biosinteza: compozitia
mediului nutritiv, caracteristicile fizico-chimice ale mediului: pH, temperatura, rata de aeratie,
viteza de agitatie, durata cultivarii etc.

Dintre factorii care influenfeaza modificarea proceselor biologice in celula microbiana
remarcabil este mediul nutritiv. Anume compozitia si abundenta mediului nutritiv regleaza
dezvoltarea si activitatea biosintetica a celulei microbiene.

Datele unor savanti Cristescu D., (1989) [13], Zarnea G., (1994) [50] indica asupra
faptului ca, compozitia mediului de cultura trebue:

— sa asigure necesarul de nutrienti pentru o crestere acceleratd si activitate biologica
normala;

— sa stimuleze biosinteza enzimelor induse si sa creasca nivelul enzimelor constitutive;

— sda asigure acumularea enzimelor biosintetizate in stare activa.

Mediile de cultura utilizate pentru biosinteza enzimelor trebuie sa contina in raport optim
sursa de carbon si de azot, care pot juca si rol de inductori ai enzimelor, precursori si cofactori.

Ipoteza cresterii microorganismelor pe medii de culturd ieftine nu a fost justificata, fiind
demonstrat faptul ca pe medii imbogatite procesul de biosinteza a enzimelor este mai efectiv.

Acest fapt nu exclude utilizarea ca substrat pentru cresterea microorganismelor a
deseurilor industriei alimentare asa ca: taratele de orez, fiind de porumb si grau, extracte de
porumb si drojdii bogate in compusi organici, care sporesc activitatea enzimaticd in lichidul
cultural.

Microorganismele pot folosi atat sursele de azot organic cat si mineral. Metabolismul
azotului asigurd 1n special sinteza proteinelor, acizilor nucleici si polimerilor peretelui celular.
Dupa datele prezentate de Zarnea G., (1994) [50], azotul constituie 10% din masa miceliului
uscat. Sarurile minerale din mediul nutritiv determina cresterea intensiva a tulpinilor fungice.
Lipsa din mediul de culturda a unor elemente minerale poate modifica brusc schimbul de
substante din cultura. Astfel, lipsa MgSO4 submineaza sinteza oa-amilazei, iar cantitatea de
glucoamilaza sintetizata se micsoreaza de zeci de ori. Micsorarea concentratiei acestei sari, duce
la micsorarea sintezei enzimei, concentratia optimala a MgSO,4 urmeaza a fi de 0,05%.

Sinteza amilazelor e favorizatd de prezenta anionilor acidului fosforic In concentratii de
0,15M. Fosforul actioneaza asupra multiplicérii tulpinilor fungice si altor microorganisme

asigurand astfel sinteza enzimelor amilolitice. Viteza de filtrare a mediilor de cultura, dupa
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biosinteza enzimelor, constituie un factor important in fazele de prelucrare pentru obtinerea
preparatelor enzimatice purificate. Insisi calitatea enzimelor recuperate este conditionatd de
compozitia mediului de biosinteza.

Majoritatea studiilor asupra amilazelor fungice se bazeazia pe mezofile, rarcori pe
termofile facultative [152, 171]. Este cunoscut faptul ca amilazele pot fi sintetizate atat de
organizme mezofile cit si de cele termofile. Temperatura optimald pentru mezofili 24-38°C,
termofili >40°C.

Alaturi de compozitie pentru mediul de cultura, important in procesul de biosinteza este
concentratia ionilor de hidrogen si oxigen dizolvat.

Cresterea culturii de microorganisme are loc numai intr-un anumit diapazon al pH-ului,
determinat de aeratie activa si coeficientul de utilizare a substratului de crestere. Schimbarea pH-
ului mediului de culturd, in timpul cresterii tulpnilor fungice, depinde de directia proceselor
metabolice, in particular de schimbul energetic si de sursele de nutritie si energie, dacad acestea
sunt hidrocarburile are loc acumularea produselor acide ale metabolismului.

In contextul celor expuse remarcim ci mediul de nutritie si conditiile de crestere
influenteaza esential procesul de enzimogeneza la culturile de microorganisme ceia ce
argumenteazd necesitatea studierii lor si stabilirii parametrilor optimi de cultivare pentru tulpina
n studiu.

Una din directiile de cercetare este utilizarea undelor electromagnetice in diapazon
milimetric. Rezultatele unui sir de cercetatori [24, 54, 66, 78, 115, 119, 131, 145] confirma faptul
ca, iradierea cu unde milimetrice a culturilor microorganismelor eucariote intensificd cresterea
celulelor, micsoreaza lag-faza, stimuleaza sinteza enzimelor amilolitice, proteolitice si
celulozolitice. D. Ghitu si col., [66] sustin ca iradierea obiectelor biologice cu unde milimetrice
nu provoaca denaturarea celulelor, dar totodata, in condifii determinate de actiune, pot influienta
metabolismul celulei microbiene, inclusiv si sinteza compusilor biologic activi.

Sinteza microbiana orientatd a substantelor bioactive la microorganisme este o directie
noud de cercetare in microbiologie si biotehnologie fondatd de academicianul Valeriu Rudic,
doctor habilitat, profesor universitar, prin aplicarea ca obiecte biotehnologice a microalgelor si
cianobacteriilor, cu utilizarea in calitate de stimulatori a compusilor coordinativi ai metalelor de
tranzitie [7, 18, 29-35]. Aceasta directie are ca suport conceptia stiintificd conform cariea sinteza
substantelor bioactive se realizeaza prin reglarea compozitiei mediului si a conditiilor de
cultivare Tn corespundere cu specificul activitatii biosintetice a microorganismelor la diferite

etape de crestere si multiplicare [31].

33



Cercetdrile au fost extinse si aprofundate si asupra altor microorganisme din diverse
grupe taxonomice, inclusiv levuri [47, 48], streptomicete [188] si fungi [8, 9, 11, 15, 16, 39, 41,
117]. O metoda unicald de manipulare si dirijare a proceselor biosintetice este aplicarea n
calitate de stimulatori a compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie [2, 5, 7, 8, 17, 32, 35,
47,134].

Nanotehnologia este un domeniu multidisciplinar care poate revolutiona un numar mare
de aplicatii in diferite arii ale stiintei si tehnologiei. Nanoparticulele sunt privite ca elemente
fundamentale ale nanotehnologiei. Dezvoltarea procesului experimental inspirat biologic pentru
sinteza nanoparticulelor evolueaza intr-o ramura importanta a nanotehnologiei cu multe aplicatii.
Tn ultimele decenii domeniul nanotehnologiilor s-a impus ca un domeniu de mare actualitate cu
un impact revolutionar industrial si social. Acest fapt este confirmat de existenta programelor de
cercetare internationale in domeniul nanotehnologiilor precum Initiativa Nationala in
Nanotehnologie (SUA) si Programul Cadru 7 sau Orizont 2020 (Uniunea Europeana), in care se
pune accent pe dezvoltarea nanotehnologiilor si aplicatiile acestora.

Nanoparticule metalice sunt printre cele mai utilizate pe scara larga, insa existd mai multe
studii in vitro care au demonstrat efecte toxice nedorite [127, 159], iar interactiunea acestora cu
sistemele biologice este inca neclard. Conform unor autori, efectele adverse ale nanoparticulelor
trebuie, in mod evident, sa fie evaluate pe diferite organisme celulare [165, 167, 181, 207, 209].
De asemenea sunt importante si actuale cercetdrile detaliate ale efectelor nanoparticulelor asupra
dezvoltarii si producerii de metaboliti cu destinatie biotehnologica. Totodata, pentru a utiliza
nanoparticulele in biotehnologie, pentru biosinteza produselor bioactive de diversd naturd, sunt
necesare cercetdri privitor la reactia celulelor la actiunea acestora.

Nanoparticulele reprezintd o clasd de materiale ultrafine cu dimensiuni situate in
diapazonul de 1-100 nm [210], care au castigat atentia in progresele tehnologice, datorita
proprietatilor fizico-chimice reglabile, cum ar fi dimensiunea, punctul de topire, conducerea
electrica si termica, care pot fi manipulate si modificate pentru a obtine rezultatele necesare [27].
O atentie deosebitd este orientatd spre utilizarea nanoparticulelor metalice care pot fi aplicate cu
succes in diverse domenii cum ar fi medicind, cosmetologie, alimentatie, biotehnologie etc. [109,
149, 196].

In cercetarile ulterioare, aliturat compusilor coordinativi au fost evaluati si
nanocomozitele metalelor la actiunea carora a fost constatata intensificarea sintezei diferitor

principii bioactive si reducerea ciclului tehnologic.
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1.3.1. Undele milimetrice de intensitate joasd ca factor reglator al sintezei microbiene

Problema esentiala a utilizarii microorganismelor ca obiecte biotehnologice este sporirea
capacitatii lor biosintetice. In acest aspect este actuald studierea tulpinilor de fungi si
metabolismului si intensificarii biosintezei compusilor biologic activi [87].

Se cunosc cercetdri privind stabilirea efectului radiatiilor electromagnetice in diapazon
milimetric de intensitate joasa (0,1-10 mW/cm?) si frecvente inalte de ordin GHz asupra unor
specii de microalge, fungi si levuri. Experimentele au demonstrat un efect multiplu al undelor
milimetrice, observandu-se o crestere, dar si o descrestere a proliferarii celulare si biosintezei
metabolitilor, in functie de frecventa, regimul si durata iradierii. Datele din literatura [115, 145]
prezintd rezultate privind sporirea de 2,8 a factorului de crestere si de 2,0 ori a productivitatii
carpoforilor la bazidiomiceta Hypsizygus ulmarius dupa tratarea sporilor cu radiatii EHF
(extremely high frequency - frecvente extra inalte) de la 30 GHz la 300 GHz, cat si cresterea de
2,0 ori a intensitatii procesului de mitoza.

Un sir de publicatii marcheaza actiunea stimulatoare a radiatiei milimetrice de intensitate
joasa asupra productivitdfii biomasei si sporirii biosintezei unor metaboliti la cianobacteria
Spirullina platensis (Nords) Geitl (procariot), la alga verde monocelulara Platymonas viridis
Rouch (eucariot), producatori de proteina alimentara si furajera [66] a activitatii enzimatice la
bacteria Bacillus firmus, producator de proteaze si asupra drojdiilor [24].

Tratarea cu radiatie milimetrica de intensitate joasa a fungului A. awamori 466, a condus
la sporirea activitatii a-amilazelor cu 67% si, simultan, la inhibarea activitatii glucoamilazelor cu
30% se mentioneazd ca prin selectarea parametrilor radiatiei se poate obtine si represia o-
amilazelor [87]. Prin urmare radiatia milimetrica cu intensitate mica poate fi utilizata ca reglator
al activitatii biosintetice la microorganisme, fapt care poate fi aplicat la elaborarea
biotehnologilor de sinteza orientatd a principiilor bioactivi de catre microorganisme.

In acest scop a fost studiatd intensiv posibilitatea utilizarii radiatiei milimetrice de
intensitate mica [54].

Interes deosebit prezintd efectul actiunii undelor milimetrice de intensitate joasa in
dependentd de regimul de emitere. Conform rezultatelor cercetérilor expuse de Usatii A., si col.,
(2002) [24] influenta undelor milimetrice de intensitate joasda asupra activitatii functionale a
drojdiei Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-16 aplicate in regimuri de emitere continuu si
periodic actioneaza asupra multiplicarii drojdiei In variantele experimentale efectuate in regim
periodic (masurari dupa 24 ore de cultivare in profunzime) si este mai accentuata in primele 10

minute de impact al UMM. Rezultatele obtinute dupa 48 ore de cultivare in profunzime, a levurii

35



Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-16, demonstreaza ca efectul de iradiere depinde de fazele
de dezvoltare a culturii, consecintele pozitive evidentiindu-se pentru regimul continuu [24].

In rezultatul evaludrii actiunii UMM de intensitate joasi asupra microalgelor si
cianobacteriilor, unii cercetatori [87, 91] au scos in evidenta faptul ca efectele provocate de
actiunea UMM au un caracter prolongat, se pastreaza pe parcursul a mai multor generatii,
scazand treptat (posibil din cauza revenirii membranelor celulare la starea functionald normald).
Totodata a fost demonstrat efectul UMM asupra bacteriilor, astfel la B. mucilaginosus s-a
remarcat cresterea cantitatii de biomasa acumulata, la B. firmus cresterea activitatii enzimatice,
activitatea reactiilor radicalilor liberi la Salmonella typhimurium, sporirea transferului de protoni
la Holobacterium holobium [211]. Caracterul de durata al actiunii UMM a fost detectat si la
microorganismele heterotrofe - E. coli, micromiceta de tip levurian Endomyces fibuliger, la
drojdiile de bere si alcool. Cu toate ca, mecanismul persistentei efectului stimulator pe parcursul
mai multor pasaje ale culturii nu este complet dezvaluit, efectul utilizarii undelor
electromagnetice ca directie de perspectiva in cercetarile biotehnologice este argumentat de
rezultate remarcante expuse In lucrdrile colaboratorilor Institutului de Micrbiologie si
Biotehnologie [24, 78, 93, 129, 130].

1.3.2. Rolul compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie in sinteza orientatd a
enzimelor

Extinderea domeniilor de aplicare a preparatelor enzimatice justifica largirea
microbiand. Din acest punct de vedere prezintd interes utilizarea stimulatorilor de naturad
chimica, in special a compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie [8, 9, 11, 12, 16, 41, 117,
126, 134, 144].

Cercetarile din ultimii ani aratd ca un rol important in sinteza orientata a substantelor
bioactive, inclusiv a enzimelor amilolitice, de catre microorganisme au compusii coordinativi,
alte substante cu compozitie complexa, care includ in componenta lor ioni ai metalelor.

Este demonstrat cd, activitatea de biosintezd a enzimelor poate fi inhibata si de diversi
compusi chimici, fie de naturd endogena (diversi metaboliti) sau exogena (diversi agenti toxici,
medicamente) [103]. Ionii si compusii metalici activi ca grupari protetice care asigura
stabilizarea conformatiei enzimei sau a complexului enzima-substrat, constituie activatori ai
reactiilor enzimatice [110]. Inhibitorii enzimelor reprezintd compusi chimici cu greutate
moleculard mica care prezinta capacitatea de a reduce sau a inhiba complet activitatea catalitica a

enzimei, in mod reversibil sau ireversibil (permanent) [38].
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Compusii coordinativi ai metalelor au un rol important pentru obiectele biologice. Dupa
structura lor, combinatiile coordinative sunt apropiate de compusii biologici naturali (clorofila,
hemoglobina), responsabili de activitatea vitalda a organismului, indeplinind functii bine
determinate de transport, de catalizatori ai diverselor procese, de acumulare, etc. Elementele
legate coordinativ sunt mai active, mai putin toxice pentru microorganism si posedd actiune
inalta catalitica [7, 125-126, 134].

Din 900 de enzime cunoscute 200 sunt metaloenzime [201]. Majoritatea metalelor fac
parte din elementele indispensabile pentru microorganisme, participand la procesele metabolice.
Lipsa sau prezenta lor in mediu pot influenta multe caracteristici ale celulei microbiene la nivel
de ADN, ARN, sinteza proteinelor, enzimelor s.a. lonii multor metale - Mg, Co, Zn, Cd, Cr, Cu,
Mn, Fe, Ca, Ni si altele sunt activatori ai sistemelor enzimatice [2, 8, 9, 16, 47, 72, 126, 144].

Cele mai multe informatii disponibile despre functionarea microelementelor se
concentreaza asupra rolului lor in calitate de metaloenzime, servind drept grupe proteice
necesare in centrii activi, sau drept coenzime pentru metaloenzime indispensabile, sau enzime
metal-ion activate. S-a estimat ca, de la 1/4 pana la 1/3 din toate enzimele cunoscute, necesita ca
component functional un ion metalic. Exemplu principal de metaloenzime pot fi considerate
proteinele care contin, in centrele lor active, ioni de Fe, Zn sau Cu.

Enzime cu continut de ioni de Zn au fost identificate pentru toate cele 6 clase importante
de enzime: oxido-reductaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze si ligaze. Catalazele si multe
peroxidaze sunt hem-enzime tipice care necesita fier. Metaloenzima superoxiddismutaza, izolata
din citoplasma eucarioticd contine doi atomi de cupru si doi atomi de zinc. Metalele mangan,
molibden, cobalt si nichel au fost identificate in mod cert ca parti componente ale
metaloenzimelor. Manganul este prezent in enzimele: superoxiddismutaza (mitocondriald),
arginaza, piruvat carboxilaza si glicoziltransferaza. Se presupune ci Mn?* este implicat n
mecanismul enzimatic al metabolismului carbohidratilor si lipidic. In plante si microorganisme
nichelul functioneaza in cateva metaloenzime - ureaze, hidrogenaze si dehidrogenaze. Atat
vitamina B, cét si alte coenzime contin atomi de cobalt [44, 117, 143].

Inca la inceputul anilor 80 a fost stabilit ci bioelementele, legate coordinativ cu substante
bioactive sunt mai putin toxice si poseda o actiune cataliticd mult mai superioara [86], inclusiv
clorofila si hemoglobina sunt compusi coordinativi [23].

Tn prezent sunt sintetizati un numar mare de compusi coordinativi cu structura diferita.
Rolul lor biologic se stabileste in functie de efectul si gradul de influentd asupra proceselor

metabolice la om, animale, plante si microorganisme [26, 124]. In literaturd existd putine date,
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privind actiunea compusilor coordinativi asupra biosintezei enzimelor de cdtre microorganisme
[8, 16, 41, 124-126, 134, 144, 179], ceea ce determina originalitatea studierii influentei
metalocompusilor asupra biosintezei hidrolazelor exocelulare de catre fungi.

Complexitatea structurald si de compozifie, prezenta metalelor, in calitate de atom
central, atesta perspectiva utilizarii compusilor coordinativi in calitate de stimulatori si reglatori
ai biosintezei enzimelor de catre microorganisme. Astfel, metalele au un rol important in
enzimologie.

In nutritia minerald a mucegaiurilor Cu?* are un rol important, intervenind In constitutia
cupru-enzima si a sistemelor de oxido-reducere celulari. In metal-enzime (polifenoloxidaza,
tirozinaza) ionul de Cu®* este ferm legat, indeplinind un rol structural sau functional incét
indepartarea sa determind pierderea sau reducerea activitdfii enzimatice. Se considerd cd in
prezenta Cu?* este facilitatd absorbtia fierului si incorporarea sa in citocromi. La concentratii
mari Cu®* devine inhibitor si poate avea, in functie de concentratie si capacitatea de adaptare a
microorganismelor, un efect fungistatic sau fungicid [35].

Prezenta microelementelor stimuleaza formarea amilazei. lonii multor elemente: Zn, Cd,
Ni sporesc actiunea enzimelor asupra schimbului de hidrocarburi. O functie principala a zincului
este stabilizarea structurilor celulare: ribozomilor, mitocondriilor in vivo. Este stabilit ca ionii de
Zn* ca si alte metale de tranzitie stabilizeaza structura cuaternard a AND-ului si a proteinelor [2,
16].

Mineralele necesare organismelor vii n cantitdfi minime au un rol important in procesul
de inmultire si activitate vitala a tulpinilor fungice: Cu, Mo, Zn, B, Mn, Fe, Co, I, Se, V maresc
activitatea multor enzime §i sisteme enzimatice ale organismelor vii. Enzimele formeaza cu
metalele diversi compusi metaloorganici, interactionand cu ionii lor participa la procesele de
transfer al electronilor si la reactiile redox, fiind o parte componenta a enzimelor ele servesc ca
activatori [7, 9, 124-126, 219].

Compusul bioactiv trans-[Co(DH),(Thio),]2F[PFs] (fluorura de hexafluorofosfat-
bis[di(tiocarbamidad)bis(dimetilglioximato)cobalt(Ill)]), unde DH este anionul de
dimetilglioxima, iar Thio - tiocarbamida poseda proprietati de stimulator al cresterii
microorganismelor si catalizator in diferite procese biotehnologice si chimice. Analiza
roentgenostructurald a acestui compus a relevat o mbinare neobisnuita a diferitelor tipuri de
legaturi chimice §i interactiuni nevalente, precum si o pozitionare a liganzilor, care permite
introducerea ntr-un singur compus chimic individual a trei microelemente — Co, P si F, necesare
pentru dezvoltarea unor microorganisme, in particular a tulpinilor de micromicete din genurile
Rhizopus, Aspergillus, Penicillium (BOPI 2836/2005).
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Datele din literatura sustin ca, biomasa de Spirulina platensis, obtinuta prin cultivarea in
prezenta compusilor cordinativi ai cobaltului se caracterizeazd prin continut finalt de
cianocobalamina, proteind, carotenoizi si este balansata dupa celelalte componente [7, 18, 34, 35,
72].

1.3.3. Nanoparticolele si rolul lor in dirijarea metabolismului microbian

Dezvoltarea continud a nanotehnologiilor include si crearea noilor metode de sinteza a
materialelor la scara nanometrica (sub 100 nm), care sd permita controlul riguros al dimensiunii,
dispersitatii, omogenitatii si compozitiei chimice ale acestor nanostructuri, dar si cercetarea
acestora pentru definirea potentialelor aplicatii. Materialele de dimensiuni nanometrice prezinta
interes atat pentru cercetarile fundamentale cat si pentru cele cu caracter aplicativ. Acest interes
se datoreazd fenomenelor si proprietatilor interesante, $i uneori neasteptate, care apar la
materialele de dimensiuni nanometrice. Cele mai frecvente aplicatii pentru aceste produse sunt
protectie antimicrobiana (381 de produse), acoperiri (188 de produse) si produse utilizate in
scopuri medicale (142). Estimdile orientative pentru 2020 sustineau ca productia totala de
nanomateriale va atinge jumatate de milion tone pe an [210], dintre care majoritatea vor fi argint,
dioxid de titan, oxid de zinc, siliciu i nanomateriale de carbon (nanotuburi de carbon cu un
singur perete, nanotuburi de carbon multistrat si fulerene) [166, 210].

O atentie deosebita este orientatd spre utilizarea nanoparticulelor metalice care pot fi
aplicate cu succes in diverse domenii cum ar fi medicind, cosmetologie, alimentatie,
biotehnologie etc. [3, 4, 5, 61, 92, 94, 167, 174, 196, 210]. Insa existd o serie de riscuri asociate
atat producerii, cat si utilizarii nanoparticulelor asupra mediului §i sanatatii oamenilor in egala
masurd. Conform studiilor recente s-a demonstrat ca nanoparticulele din cauza dimensiunilor
mai mici decat cele ale celulelor si organitelor celulare, sunt extrem de mobile, atat in
organismele vii, cat si in mediul inconjurator, fiind capabile sd patrunda in structurile biologice,
afectand functionarea normala a acestora [209]. Organizatiile mondiale si europene iau masuri de
precautie pentru a oferi reglementari de evaluare a riscurilor nanomaterialelor. Riscurile legate
de utilizarea nanoparticulelor pot fi evitate prin testarea modificarilor proprietatilor morfologice,
gradului de inhibare a cresterii si dezvoltarii populatiei celulare, de modificare a activitatii
biochimice a organismelor vii si componentelor celular

In ceea ce priveste aplicarea biologici a nanoparticulelor se cunoaste ci metodele de
sintezd prin sisteme biologice, adica microorganisme, inclusiv bacterii, drojdii, ciuperci si
diatomeele, care sintetizeazd materiale anorganice, fie intra sau extracelular, ar face
nanoparticulele mai biocompatibile. Mecanismele biochimice si moleculare care stau la baza

sintezei microbiologice nu sunt pe deplin cunoscute, deoarece celulele microorganismelor se
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comportd in mod diferit fatd de ionii metalelor prezenti in mediul celular, iar procesele
metabolice implicate diferd si ele intre speciile microorganismelor. Microorganismele
sintetizeaza cantitdti mari de proteine responsabile de reducerea ionilor metalici si legarea
acestora in mediul extracelular. Studierea mecanismului interactiunii structurilor proteice cu ionii
metalelor contribuie la intelegerea si optimizarea procesului de sintezd microbilogicd a
nanoparticulelor, ceea ce asigura un potential sporit in cercetarile aplicative.

Influenta nanoparticulelor asupra organismelor vii prezinta interes datorita celor trei
parametri de baza: compozitia chimica, dimensiunile la nivel nano- si concentratia aplicata [127,
174, 175, 196, 200].

Comporzitia chimica determind proprietatile si caracteristicile de baza a nanoparticulelor.
Cercetarile efectuate in ultimii ani au stabilit corelarea structurii nanoparticulelor si influenta
acestora asupra organismelor vii, unii cercetatori demonstrand ca nanoparticule oxizilor de Zn, in
functie de dimensiune si concentratii, sunt mai eficiente comparativ cu substantele conventionale
Tmpotriva bacteriilor Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, B. subtilis, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritidis si Lactobacillus [196, 207, 209, 210]. De asemenea s-a
constatat cd acestea sunt, in general, mai putin toxice decdt nanoparticulele de argint la aplicarea
concentratiilor dozate asupra levurilor [181, 220]. In literatura de specialitate sunt prezentate
dovezi asupra faptului cad efectul stimulator asupra proceselor biosintetice a nanoparticulelor
depinde de compozitia chimica a acestora [174, 175, 200]. Astfel, identificarea caracterului de
actiune a nanoparticulelor de fier asupra viabilitatii streptomicetelor a evidentiat ca sensibilitatea
tulpinilor variaza in functie de forma chimica a NP si de particularitatile individuale ale fiecarei
tulpini in cele mai multe cazuri, atdt NP Fe3O,4 cat si fierul zero valent au inregistrat un efect
stimulator [220].

Studiile prezentate de mai multi cercetdtori [61, 192, 220] au demonstrat ca efectul
nanoparticulelor de TiO, depinde in mare masura atat de compozitia chimica cat si de obiectul
biologic cercetat.

Dimensiunea nanoparticulelor. Cercetarile efectuate in ultimii ani au ardtat ca
nanoparticule prezintd o toxicitate mai mare comparativ cu substantele conventionale
dimensiunea este unul dintre factorii cheie care influenteaza efectul toxic [155, 159]. Rezultate
relevante au fost prezentate de catre Hund-Rinke actiunea nanoparticulelor TiO, cu dimensiunile
de 25 nm si 100 nm actioneaza diferit asupra algei verzi Desmodesmus subspicatus. Autorii
sustin cd, nanoparticulele cu dimensiunea de 25 nm au inhibat cresterea intr-un grad mai mare

decét nanoparticulele cu dimensiunea de 100 nm [155].
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Aplicarea nanoparticulelor de ZnO cu marimi de 30 nm a stimulat capacitatea de sinteza
a carbohidratilor B-glucanilor si proteinelor la tulpina de levuri Saccharomyces cerevisiae
CNMN-Y-20, fapt ce nu a fost remarcat in cazul unor concentratii mai mici (10 nm). Astfel,
tratamentul tulpinii de levuri Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 cu nanoparticule ZnO cu
dimensiunile 30 nm au evidentiat capacitatea de a stimula sinteza carbohidratilor, B-glucanilor si
proteinelor efecte care nu au fost inregistrate la aplicarea NP ZnO cu dimensiuni de 10 nm [48].

Nanoparticulele datoritd dimensiunilor mici detin si importante proprietdti antifungice
fiind aplicate pentru a stabili capacitatea de inhibare a efectelor fungilor paraziti A. flavus si A.
niger [181, 191].

Totusi elucidarea dependentei efectelor si mecanismelor de actiune a NP oxizilor metalici
asupra organismelor vii de dimensiunile NP necesita studii suplimentare detaliate.

Concentratia nanaoparticulelor. In lucrarile mai multor autori [3, 180, 181] sunt expuse
rezultatele cercetdrilor asupra efectelor diferitor concentratii de nanoparticule asupra celulei
microbiene din care concluzionam ca influenta depinde de concentratia utilizata [3, 180].

Biosinteza lipazelor exocelulare la tulpina Rhizopus arrhizus CNMN-FD-03 a depasit de
3 ori nivelul probei control (30000 U/mL) atingand valori de 95576 - 101068 U/mL urmare a
efectului stimulator al nanoparticulelor de Fes0,4 (70 nm) in concentratii de 5 si 10 mg/L [94].

Cercetarile realizate de Jing Hu asupra influentei nanocompozitelor de Fe,O3; asupra
parametrilor fiziologici, cum ar fi procentul de germinare a semintelor, lungimile radacinilor,
continutul de malonaldehidd (MDA), continutul de clorofila, activitatea reductazei ferice si
continutul de fier al lastarilor si radacinilor au aratat ca 20 mg/L y-Fe,O; NP au promovat
germinarea semintelor de pepene verde cu 14,5% si, respectiv, a semintelor de porumb cu
10,1%. Totodata, sustine autorul, si concentratiile de 20 si 50 mg/L y-Fe,O3 NP ar putea accelera
alungirea radacinilor la pepene verde si la porumb, iar concentratia de 20 - 100 mg/L y-Fe,O3 NP
ar putea creste continutul de clorofila al pepenelui verde pe durata expunerii, in timp ce
continutul de clorofila al expunerii porumbului la y-Fe,O3 NP a fost mai mare decét controlul in
prima saptamana, dar nu au fost observate efecte pozitive in urmatoarele doud saptamani [154,
155].

De asemenea aplicarea NP ZnO 1n concentratii de 200 mg/L si 300 mg/L au crescut
semnificativ activitatea antioxidantd a superoxid dismutazei (SOD, EC 1.15.1.1) la alga C.
vulgaris [159]. A fost demonstrat efectul nanoparticulelor de Fe;O, si TiO, asupra activitatii
catalazei la Rhodotorula gracilis, continutul de B-caroten si enzima antioxidantd depinde de
concentratia si dimensiunile nanoparticulelor aplicate. Analiza statistica a rezultatelor

cercetatorilor au evidentiat ca continutul de 3-caroten a fost redus cu 34,5-73,4% comparativ cu
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proba martor la cultivarea in prezenta nanoparticulelor de Fe304 cu dimensiunea de 10 nm si
redusd cu 36,4 - 81,8% 1n cazul utilizarii Fe3O4 NP cu dimensiunea de 30 nm. Raportul de
corelare a confirmat dependenta dintre continutul de -caroten si concentratia de FezO4 (10 si 30
nm) NP utilizate la cultivarea tulpinii R. gracilis CNMN-Y-30 [220].

Asa dar, complexitatea metabolica a microorganismelor complica analiza si identificarea
caracterului interactiunii nanoparticule-celule. Compozitia chimicd, dimensiunea si concentratiile
nanoparticulelor conditioneazd amploarea si specificitatea gradului de actiune asupra caracterelor
morfologice, fiziologice si biochimice ale microorganismelor. Astfel, aceste rezultate explica
importanta cercetarii modului in care celulele din diferite grupe taxonomice interactioneaza cu
nanoparticule pentru evaluarea riscului si consecintelor grave asupra organismelor si
ecosistemului. De asemenea prezintd interes pentru elaborarea procedeelor eficiente de
producere a noi bioproduse, destinate diferitor ramuri ale economiei nationale, pentru
dezvoltarea biotehnologiilor microbiene.

Perspective de utilizare a nanoparticulelor oxizilor metalici. Nanoparticule FezO4 si ZnO
prezintd interes, pentru cercetdrile fundamentale cat si pentru cele aplicative, datorita
proprietdtilor pe care le au si anume biocompatibilitate, stabilitate, proprietdtile magnetice si
prepararea simpla [3, 4, 94, 127, 174, 175, 196, 200, 208, 210]. Astfel, ele devin atractive pentru
aplicatii 1n diferite domenii precum biomedicina, industria alimentara, cosmetologie,
farmaceutica, protectia mediului, biotehnologie. In continuare vor fi remarcate principalele
aplicatii ale nanoparticulelor FezO,4 si ZnO care au fost raportate in literatura de specialitate.

Interesul general sporit este justificat si de importanta deosebita a enzimelor microbiene
pentru industria fermentativa, farmaceutica si medicala, iar obtinerea de preparate enzimatice cu
utilizarea nanoparticulelor si aplicarea acestora in diferite domenii ale industriei alimentare
permite corijarea deficientelor de calitate a materiei prime, imbunatatirea proceselor tehnologice,
asigurda indicii superiori de calitate si randamente crescute ale produselor finite, facilitand
valorificarea progresului tehnico-stiintific [139, 149, 165, 175].

Totodata existd un interes continuu indreptat spre aplicabilitatea particulelor de
dimensiuni nanometrice. Nanoparticulele pe baza de fier ca si nanoparticulele in general se pot
prepara prin metode fizice, chimice sau biologice [196]. Tehnicile biologice de sinteza a
materialelor constau in utilizarea enzimelor microbiene, substantelor fitochimice cu proprietati
oxidante sau reducatoare, sau utilizarea directd a microorganismelor pentru sinteza
nanoparticulelor [61, 109].

Un alt compus de interes biotehnologic este dioxidul de titan care este, in principal, n trei

faze cristaline si anume anataza (tetragonald), rutil (tetragonal) si brookite (ortorombic) [190].

42



Dintre acestea, rutilul este cea mai comuna si naturald forma, deoarece este o parte integranta a
mineralelor grele. Deoarece brookitul este deficitar in naturd, aceasta forma nu are o importanta
economica semnificativa. Toxicitatea nanoparticulelor de dioxid de titan se datoreaza activitatii
lor fotocatalitice, care contribuie la cresterea efectului inhibitor dupa tratarea obiectului cu
radiatii UV [192]. S-a descoperit ca, efectul fotocatalitic al nanoparticulelor de dioxid de titan
este imbunatatit semnificativ atunci cand sunt expuse la UV-C cu lungime de unda scurtd in
comparatie cu radiatiile UV-A si UV-B au raportat ca niveluri relativ scdzute de radiatii
ultraviolete, Tn concordantd cu radiatia solara naturala, pot contribui la toxicitatea
nanoparticulelor de dioxid de titan pentru fitoplancton, in timp ce blocarea radiatiilor UV
provoacd un efect toxic observat. Proprietatile toxice ale nanoparticulelor de dioxid de titan pot
varia in functie de structura lor cristalina [109, 210]. Doua forme alotrope de nanoparticule:
anataza si rutilul au proprietati de suprafata si reactivitate diferite [209]. In timp ce combinatiile
lor pot prezenta atat efecte antagoniste, cat si aditive [207- 210].

1.4. Concluzii la capitolul 1

1. Microorganismele, ca orice organisme vii, sunt sisteme specifice, complex organizate,
dotate cu continuitate geneticd, deci cu capacitatea de a se reproduce independent. In cazul in
care sunt cultivate n conditii optime, sunt provizionate cu hrana, ele isi sintetizeaza constituentii
proprii, folosind pentru aceasta energia eliberata din degradarea enzimatica a substratului lor
nutritiv. Prin urmare, microorganismele sunt capabile de o activitate de biosinteza enzimatica
neintrerupta, mai mult sau mai putin intensa, care poate fi reglata prin utilizarea stimulentilor de
crestere si biosinteza enzimatica.

2. Tulpinile de microorganisme, selectate din naturd, manifestd capacitati scazute de
sintezd a compusilor bioactivi. Sporirea potentialului biosintetic constituie o etapa importanta in
cercetarile microbiologice si biotehnologice.

3. Elaborarea unor metode efective de identificare a producentilor activi, care sda posede
nu numai o activitate fermentativa Inalta, ci si viteza de crestere mare, stabilitate a proprietatilor
culturale si biochimice, rezistenta la infectii, disponibilitate mica spre disociere, cu formare de
variante mai pugin pretioase, este una din sarcinile biotehnologiilor moderne.

4. Identificarea si valorificarea producentilor de perspectiva, studierea conditiilor de
cultivare a acestora, deschide perspectiva obtinerii unor preparate enzimatice cu activitati
amilolitice 1nalte si sporirea randamentului de enzime, iar utilizarea microorganismelor ca
biocatalizatori enzimatici s-a dovedit a fi cea mai avantajoasa pentru diferite tipuri de industrii.

5. Studierea influentei stimulatorilor de crestere si sinteza orientatd a enzimelor

amilolitice prin iradierea cu unde milimetrice de intensitate joasa, utilizarea complecsilor

43



metalici si nanoparticulelor pentru ameliorarea proprietatilor biochimice a preparatelor
amilolitice si elaborarea bazelor stiintifice a regimurilor utilizarii lor in procesele tehnologice
este o problema actuald atat n plan teoretic, cat si practic.

Problema de cercetare: Elaborarea unor procedee argumentate de sporire a eficientei de
sintezd si a biotehnologiilor avansate de producere a preparatelor enzimatice amilolitice
competitive cu cele utilizate la scard mondiala.

Reiesind din problema de cercetare si in contextul celor expuse in reviul literaturii de
specialitate care determind fungii miceliali ca principalii producatori ai biotehnologiilor
secolului, sfera larga de aplicare a hidrolazelor, inclusiv si a amilazelor in diverse domenii ale
economiei, medicinei, cercetari stiintifice, lipsa producerii autohtone de preparate enzimatice,
necesitatile fiind acoperite prin import, evidentiaza ca actuale §i oportune in domeniul
microbiologiei si biotehnologiei directiile de cercetare:

— valorificarea, din randul fungilor miceliali a tulpinilor noi, producatoare de amilaze, cu
capacitati inalte si stabile de biosinteza, care indeplinesc criteriile de producatori
comerciali, utili pentru fundamentarea principiilor de sinteza orientatd a enzimelor de
catre fungi si utilizarea lor 1n biotehnologii;

— investigatii de explorare a noi metode si cdi de intensificare a proceselor de biosinteza

microbiand a amilazelor exocelulare.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Laboratorului ,,Enzimologie” al Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei (actualmente ,,Biotehnologia
fungilor” al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al Universitatii Tehnice a Moldovei).

2.1. Materiale si obiectul de cercetare

Obiect de studiu a fost tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN FD 06 A (in
continuare A. niger CNMN FD 06) producatoare de amilaze, pastrata in colectia laboratorului
Enzimologie si depozitatd in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie (Adeverinta de depozitare, Anexa 1).

In figura 2.1. este prezentat aspectul macroscopic (A) si aspectul microscopic (B) al

tulpinii de fungi miceliali A. niger CNMN FD 06, cultivata pe mediul malt-agar.
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Fig. 2.1. Aspectul macroscopic (A) si aspectul microscopic (B) al tulpinii de fungi miceliali
A. niger CNMN FD 06, cultivatia pe mediul malt-agar

Tulpina A. niger CNMN FD 06 a fost cercetata de comun cu colaboratorii laboratorului
Enzimologie prin cultivarea, in mai multe etape, pe medii lichide si agarizate, avand ca material
primar tulpina Aspergillus niger 33. Originea tulpinii A. niger 33 este Institutul ,,Oswald Cruz”,
Rio de Janeiro, Brazilia, transmisa apoi Institutului Tehnologic de Cercetari Stiintifice a
Antibioticelor (or. Sanct- Petersburg, Federatia Rusa) unde a fost inregistrata, sub numarul 33, in
Catalogul culturilor de microorganisme [74].

Particularitatile morfologo-culturale ale tulpinii: Formeaza colonii albe-cenusii cu
dimensiunile de 5-6 c¢m, in diametru, netede sau pufoase, sporuleaza abundent, pe mediu de

malt-agar. Odata cu formarea conidioforilor cu conidii coloniile capatd o culoare cenusie-inchisa
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avand o suprafatd uniforma catifelatd. Dupd 5 zile de cultivare bordura coloniei este de culoare
alba, rar cu nuante gilbuie. Reversul este de culoare galben-cafenie cu striuri radiale. Pe mediu
agarizat Czapek formeaza colonii limitate de 2,5-3,5 cm. Miceliul de substrat este compact, alb
sau galben-pal, submers sau distribuit pe suprafata mediului, sub aspect de substrat afinat.
Capetele conidiilor sunt negre, conglomerate, initial centrate apoi radiale, la maturizare se
risipesc Tn cateva septuri afanate dar bine conturate de 700-800 mkm. Inaltimea conidioforilor
variazd intre 1,5-3,0 mm, Latimea 15-20 mcm cu membrane netede, groase cu nuantd cafenie,
scufundat in strat spongios, maciuliile conidiale sunt concentrate in centrul coloniei divizandu-se
in cateva colonii spongioase bine conturate. Conidioforii incolori sau cafenii in partea
superioard, lipseste exsudatul, miros tipic de mucegai. Studierea particularitatilor tulpinii s-a
facut in conformitate cu determinatorul autorilor Bilai V.., Coval A. Z. (1988) [57].

Proprietatile fiziologo-biochimice: Tulpina creste si se dezvolta bine pe mediu cu
compozitia (g/L) faina de fasole-9,0; amidon- 3,0; tarate de grau -18,0; MgSO, - 0,5; KH; PO, -
2,0; KCI -0,5; apa de robinet pana la 1litru, pH-ul initial 5,5. Temperatura optima de crestere si
biosinteza -28-30°C. Tulpina A. niger regleaza efectiv aciditatea mediului submers prin utilizarea
anumitor cationi cat si prin eliminarea metabolitilor care influenteaza valoarea pH-ului, acesta
variind de la 3,62 pana la 7,2. Micromiceta asimileaza amidonul si derivatele lui.

Originalitatea tulpinii: Tulpina sintetizeaza complexul amilolitic cu capacitatea de a
hidroliza substratul bogat in amidon in conditii moderate de aciditate (pH 4,7) cat si in mediu
puternic acid (pH 2,5), poseda acid-stabilitate caracteristica aspergililor negri.

Metoda, conditiile si componenta mediului de nutritie pentru pastrarea indelungata a
tulpinii: Cultura se pastreaza pe tuburi inclinate de malt (7B) la temperatura de +4-5°C.
Recultivarile ulterioare se efectueaza prin portiuni de miceliu cu conidii, odatd la doud luni.
Cresterea se asigurd prin mentinerea in termostat la +30°C timp de 10-14 zile.

Informatii despre prezenta proprietdtilor patogene: Cultura nu este patogena.

Tn anul 2004 tulpina Aspergillus niger 33 este depozitati in Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie ca
producator perspectiv de amilaze si obiect de interes biotehnologic cu indexul de Tnregistrare
CNMN FD 06 (Adeverinta de depozitare, Anexa 1).

La etapa de screening a tulpinilor de micromicete din colectia laboratorului, dupa
capacitatea de a sintetiza enzime amilolitice, in cercetare au fost utilizate 37 de tulpini de
microorganisme: Alternaria alternata, Aspergillus terreus, Aspergillus terreus 65, Aspergillus
terreus 67, Aspergillus flavus, Aspergillus flavus 76, Aspergillus flavus 76 (miceliu), Aspergillus

niger USA MV (Romania), Aspergillus niger 33, Aspergillus niger 412, Aspergillus sp.,

46



Aspergillus niger 33-19, Aspergillus fumigatus, Aspergillus 57, Aspergillus oryzae, Aspergillus
awamori, Botrytis cinerea 70, Gliocladium venosum, Fusarium oxysporum, Fusarium nivale,
Fusarium moniliforme, Fusarium culmorum, Penicillium corylophilium, Penicillium
funiculosum, Penicillium chrysogenum, Penicillium nigricans 0671, Penicillium nigricans 0719,
Penicillium expansum F 1703, Penicillium viride, Rhizopus arrhizus 67, Rhizopus arrhizus C,
Rhizopus nigricans, Rhizopus orizae, Rhizopus arrhizus 1X, Trichoderma koningii, Trichoderma
harzianum, Trichoderma lignorum, Trichoderma viride, precum si 14 tulpini izolate din solurile
din zona centrala a Republicii Moldova: Nr.12, Nr.13, Nr.14, Nr.10T, Nr. 47, Nr. 57, Nr. 77, Nr.
209, Nr. 222, Nr. 223, Nr. 1T, Nr. 228, Nr. 229, Nr. 231.

Medii nutritive de cultivare.

Pentru pastrarea tulpinii A. niger CNMN FD 06 in conditii de laborator a fost utilizat
mediul malt-agarizat cu urmatoarea compozitie: extract de malt (7°B) - 500 ml; agar-agar -20,00;
apa distilatd pana la un litru (pH 4,8-5,0). Autoclavarea are loc la temperatura de 115-120°C timp
de 20 minute.

Pentru studierea caracterelor morfo-culturale au fost utilizate mediile, aplicate la
cercetari similare [57]:

— Czapek, (g/L): zaharoza - 30,0; NaNOs - 2,0; KH,PO,4 - 1,0; MgSO4x 7H,0 - 0,5; KCI -
0,5; FeSO, - 0,01; agar - 20,0, apa distilata pana la un litru.

— Reistrich, (g/L): glicerina - 7,0; fructoza- 5,0; maltoza- 5,0; zaharoza-5,0; peptona- 10,0;
NaCl- 4,0; MgSO4 x 7H,0 - 0,05; KH,PO, - 0,05; FeSO, - 3ml (0,1N); agar - 20,0; apa
distilata pana la un litru.

— malg-agar, (g/L), extract de malt (7°B) - 500,0 ml; agar- 20,0 g, apa distilatd pana la un
litru (pH 4,8-5,0);

— malf-agar +1% amidon, (g/L): extract de malt (7B) -500,0 ml, agar- 20,0 g; amidon -
10,0 g; apa distilata pana la un litru (pH 7,0).

Pentru selectarea mediului optim de cultivare si producere a amilazelor au fost utilizate
urmatoarele medii, recomandate in literatura de specialitate, cu urmatoarea compozitie (g/L):

— Nr.1. amidon - 4; extract de porumb - 10; MgSQO,- 0,5; KCI - 1,5; CaCl; - 0,1; (NH,4),HPO,
-9,0 [68];

— Nr.2. amidon - 4,0; malt - 2,0; MgSO, - 0,5; KCI - 1,5; CaCl; - 0,1; (NH4),HPO, - 9,0
[68];
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— Nr.3. amidon - 4,0; faina soia - 2,0; MgSO,- 0,5; KCI - 1,5; CaCl; - 0,1; (NH4),HPO, -
9,0 [68];

— Nr.4. faina de porumb - 6,0; extract de porumb - 10,0; MgSO,- 0,5; KCI - 1,5; CaCl, -
0,1; (NH4)2HPO, - 9,0 [68];

— Nr.5. faina de porumb - 6,0; malt - 2,0; MgSO4-0,5; KCI - 1,5; CaCl; -0,1; (NH4),HPO,
- 9,0 [68];

— Nr.6. faina de porumb - 6,0; boabe de soia - 2,0; MgSO,- 0,5; KCI - 1,5; CaCl; - 0,1;
(NH4)2,HPO, - 9,0 [68];

— Nr. 7. faind de porumb - 4,0; faina de fasole - 0,6; tarate de grau - 1,4; KH,PO, - 0,5;
CaCl,- 0,5 [1];

— Nr.8. amidon - 0,6; faina de fasole - 1,8; tarate de grau - 3,6; MgSQO, - 0,4875; KCI -
0,4875; KH,PO, - 1,05 [1];

— Nr.9. Czapek imbogatit cu amidon (mediu de control), in urmatorul raport (g/L):
amidon - 3,0; NaNOs - 0,9; FeSO, - 0,001; KH,PO, - 0,1; MgSO;, - 0,05; KCI - 0,09;
apa din robinet.

Mediul Czapek modificat (9), in compozitia caruia zaharoza a fost inlocuita cu amidon, a
servit ca mediu de control 1n cercetarile ulterioare.

Compusi coordinativi.

Compusii coordinativi ai elementelor 3d inclusi in cercetari au fost oferiti de colaboratorii
laboratoarelor: Chimia Compusilor Coordinativi (conducator - academician,
profesor universitar), Chimia Bioanorganica (conducator C. Turta — membru-corespondent al
A.S.M, profesor universitar) al Institutului de Chimie al A.S.M.

Cercetarile de stabilire a efectelor unor complecsi heterometalici ai metalelor de tipul ,,s”
si ,,d” Ba, Sr, cu liganzi poidentati si argumentarea perspective aplicarii acestora in cultivarea
tulpinii A. niger CNMN FD 06 s-au realizat in cadrul proiectului 20.80009.5007.28 Elaborarea
noilor materiale multifunctionale si tehnologii eficiente pentru agricultura, medicina, tehnica si
sistemul educational in baza complecsilor metalelor ,,s” si ,,d” cu liganzi polidentati (2020-
2023), conducator de proiect: dr. hab. Bulhac Ion, coordonator de proiect al organizatiei
partener, compartimentul: Tehnologii inovative de obtinere a preparatelor enzimatice microbiene
cu proprietati avansate pentru aplicare in medicind, industria farmaceuticd, alimentara,
agricultura (2020-2023), Ciloci Alexandra, dr. Tn biologie, conf. cercet.

Pentru evidentierea unor stimulatori ai sintezei amilazelor la tulpina in studiu a fost

testatd influenta a 32 de compusi coordinativi, structurati in 6 grupe, dupa cum urmeaza:
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Tabelul 2.1. Compusii coordinativi ai metalelor utilizati ca stimulatori ai procesului de

sinteza enzimatica la tulpina A. niger CNMN FD 06

Grupa compusilor

Denumirea compusilor complecsi

oximici si F

complecsi

Compusi 1. DL Serinat Zn (I1) 7. DL Alaninat DL Serinat

coordinativi ai Zn 2. L Serinat Zn (1) Zn(I1)

(I1) cu aminoaciziin | 3. L Serinat Zn (I1) 8. Glicinat DL Serinat Zn (1)

diferite forme 4. DL Alaninat Zn (I1) 9. Glicinat D Serinat Zn (lI)
5. L Alaninat Zn (1) 10. Glicinat L Serinat Zn (11)
6. D Alaninat Zn (1) 11. Zn (PC),4H,0

Compusi 12. Cu (ac.ac),20PC 15. Cu (ac.ac),

coordinativi ai Cu 13. Cu (ac.ac),2pPC 16. Cu (PC).H0O

(ID) cu acetil acetona | 14. Cu (TTA),20PC

si picolinati

Compusi coordinativi| 17. Co (PC), 4H,0 20. Co (ac.ac)s

ai Co (I)-uluisi Cr | 18. Co (PC);H,0 21. Cr (PC),

(IN-ului 19. Co (benzoat),

Dioximati ai Co (IIT) | 22. Co(DH),(Thio),]3F[SiFs] 1,5H,0 23. [Co(DH),(Thio),]2[SiF¢]

cuF (@ 3H,0

coordinativi ai Co 25. Co(DH),(Thio),]BF,;3H,0 - -

(1) cu liganzi 26. Co(DH),(Thio)]3F[SiFe] 1,5H,0 (1) | 25; [CO(PH)Thi0)]o[SiFc]3H,0

(1

Compusi coordinativi
heterometalici ai
elementelor ,,s”

29.

30.

31.

[BaL® u(NCS),-Co(NCS),] -
tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-
1kONO)-di- p-(izotiocianato-
1,2kN)-(diizotiocianato-
2kN)bariu(IT)cobalt(11)

[Sr L°] [Co(NCS),] - tetra
(izotiocianat)cobalt(I1)) de tris(dietil
piridin-2,6-dicarboxilat)strontiu
[CaL®][Co (NCS),] - tetra
(izotiocianat)cobalt(1l)) de
tris(dietilpiridin-2,6-
dicarboxilat)calciu

32. Ligandul L®_esterul
dimetilic a acidului 2,6-
piridindicarboxilic

Nanooxizi metalici. Evaluarea impactului nanoparticulelor asupra biosintezei amilazelor
la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06 a fost realizatd in cadrul proiectului Utilizarea
nanomaterialelor in biotehnologia cultivarii fungilor miceliali si levurilor ca strategie de sporire
a performantelor biotehnologice, conducator de proiect doctor in stiinte fizoco-matematice, conf.

cercet., Zastavitchi Efim, seful Laboratorului Structuri cu corp solid, Institutul de Inginerie

Electronica si Nanotehnologii ,,D.Ghitu” n baza unui contract de colaborare stiintifica.

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 in diferite concentratii au fost utilizate nanoparticulele

anorganice cu precadere in baza oxizilor metalici: TiO,, TiSiO4 CuO, Cu metalic (99,5%), ZnO
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si nanoparticulele oxizilor de Fe (II si III) - in starea initiald, in formd de solutii coloidale sau
suspensii, Fe30y4, TiO, si ZnO, in forma de praf, oferite de Institutul de Inginerie Electronica si
Nanotehnologii ,,D. Gitu” si procurate ca reagenti (firma Aldrich):

Nanoparticule de titan: dioxid de titan (TiO;), nanopulbere, cu dimensiuni initiale de 21
nm; TiSiO4 < 50 nm si TiO, < 100 nm < 100 nm;

— Nanoparticule de cupru: oxid de (CuO) nanopulbere, cu dimensiuni de < 50 nm si Cu
metalic (99,5%) < 60-80 nm;

— Nanoparticulele oxidului de zinc: oxid de Zn (II) (ZnO < 50 nm), nanopulbere;

— Nanoparticulele oxidului de fier: Fe (11, I11) oxid (Fe3O4 50 - 100 nm) nanopulbere.

2.2. Metode de cercetare

In cercetiri au fost aplicate metode clasice si moderne acceptate in cercetirile
microbiologice si biochimice [51, 57, 62, 63, 65, 67, 71, 82, 83, 88, 89, 173].

Determinarea activitditii amilolitice (AC)

Activitatea amilolitica s-a determinat prin metoda colorimetrica cu iod, utilizand ca
substrat solutia de 1% de amidon solubil [63, 65, 67]. Metoda se bazeaza pe hidroliza
amidonului de catre enzimele complexului amilolitic pand la dextrine cu diferitd masa
moleculara. Ca unitate de activitate amilolitica a fost admisd cantitatea de enzima care, in
conditii determinate de pH, temperatura si durata de actiune, catalizeaza hidroliza unui gram de
amidon pana la dextrine cu masa moleculara diferita.

Masa amidonului hidrolizat se calculeaza dupa formula:

C =(D;-D,) / D1 x 0,1 (g), unde

0,1 - masa amidonului luat pentru analiza;

D, - densitatea optica a solutiei control;

D, - densitatea optica a solutiei studiate.

Dacéd C este mai mic de 0,02g sau mai mare ca 0,06g, analiza se repeta, alegand alte
rapoarte de diluare.

Activitatea amilolitica s-a calculat dupa formula:

AC; = (7,264 x C - 0,03766) / M x 1000 (U/g), unde

7,264 51 0,03766 - sunt coeficienti de calcul;

M - masa preparatului enzimatic, ce se congine in 5 cm?® solutie de lucru, in mg [65].

Activitatea a doua tipuri de amilaze: acid-labile (standarde sau ordinare, pH 4,7) si acid-
stabile (care isi pastreaza activitatea la valoarea de pH 2,5), a fost determinatd prin metoda

mentionata supra. Pentru dozarea amilazelor acid-stabile in probele solutiilor de preparat pH-ul a
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fost ajustat prin adaugarea solutiei de 0,1 N de HCI pana la valoarea pH 2,5 si mentinuta (in lipsa
de substrat) timp de 30 min. la temperatura 37°C. Dupi expirarea termenului pH-ul a fost ajustat
la valoarea 4,7 cu dozarea ulterioara a activitatii amilazelor in conformitate cu metoda standard
de determinare a activitatii amilolitice.

Conditii si parametri de cultivare. Analiza comparativa a potentialului de biosinteza a
enzimelor amilolitice s-a realizat prin cercetari repetate a capacitatii de sinteza a enzimelor
amilolitice la tulpinile de micromicete din Colectia laboratorului de Enzimologie prin cultivarea
submersa a micromicetelor in condifii de agitare continud timp de 6 zile, la temperatura 28-30°C.
Mediul de cultivare a constituit mediul Czapek cu amidon. Cultivarea s-a realizat in retorte
Erlenmayer cu capacitatea de 1000 ml cu cate 200 ml de mediu nutritiv in fiecare, pH-ul initial al
mediului de cultivare - 5,0. Material de inoculare a servit suspensia apoasa de spori cu densitatea
de 1,5x10°, obtinuta prin spalarea culturii crescute pe mediul agarizat inclinat, la t°C de 28-30°C,
timp de 12-14 zile. Criteriu de selectare a servit nivelul activitatii amilolitice a tulpinilor
evaluate.

Conditii de pastrare. Micromiceta A. niger CNMN FD 06 se cultiva pe medii inclinate
de malt-agar si se mentine in termostat, la temperatura de 30°C. Dupa atingerea varstei de 12-14
zile, se transfera pentru pastrare, prin conservare, in camere frigorifice, la temperatura de +4° C -
+ 5°C. Mentinerea viabilitatii culturii este asigurata prin trecerea pe mediu de nutritie proaspat la
fiecare 3-6 luni.

Obtinerea materialului de inoculare. In calitate de material de inoculare a servit
suspensia apoasd de spori obtinuta prin spalarea culturii de micromiceta, crescuta timp de 14 zile
n tuburi inclinate pe medii agarizate [67, 82, 83].

Separarea lichidului de culturd de biomasd s-a obtinut prin filtrare, la cultivarea
submersa a micromicetei, cu utilizarea filtrelor de hartie cu lenta alba. In lichidul de culturd a
fost determinat pH si activitatea amiloliticd a amilazelor exocelulare.

Determinarea capacititii de sinteza a enzimelor amilolitice.

Studierea caracterelor de culturd. Tulpina in studiu a fost cultivatd pe medii nutritive
agarizate. Prin metoda dilutiilor in serie au fost pregatite dilutii zecimale de spori spalati cu apa
distilata sterila de pe suprafata unei culturi bine sporulate crescuta in tuburi cu mediul malt-agar
inclinat. Din dilutiile 10™%°, 10"*? s-au dispersat cate 0,1 ml pe medii solide agarizate n cutii Petri.
S-au pregatit cate 5 repetari pentru fiecare variantd de mediu In conformitate cu metoda aplicata.
Cutiile Petri au fost incubate la temperatura de 30°C, urmarindu-se zilnic dinamica cresterii si
sporularii coloniilor. La a 3-a si a 6-a zi de cultivare s-a masurat diametrul si inalfimea coloniilor

(mm), iar densitatea s-a apreciat conform gradatiei: 1-rara, 2-medie, 3-densa.
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Estimarea coeficientului de crestere s-a efectuat conform formulei:
CC=dhg/t, unde

d - diametrul coloniei (mm), h - inaltimea coloniei (mm), g-densitatea (1, 2, 3) si t-varsta
coloniei (zile).

Coloniile selectate au fost transferate in tuburi cu mediul de malt-agar inclinat si
mentinute in termostat la temperatura de 30°C timp de 14 zile.

La a 4-a si a 12-a zi de cultivare s-au realizat masurari ale dimensiunilor coloniilor.
Examinarea coloniilor s-a facut direct si cu lupa.

Studierea caracterelor morfologice.

Studierea particularitatilor morfologice s-a efectuat cu utilizarea microscopului optic SK
14 PZO Warszawa, Poland, cu diferite obiective, in baza determinatorului pentru Aspergilli,
recomandat de autorii Bilai V.1., Kovali A.Z. [58].

2.2.1. Determinarea parametrilor optimi de cultivare a tulpinii in studiu.

Temperatura este un factor care exercitd influentd semnificativd atat asupra cresterii
fungilor, cat si asupra producerii metabolitilor. Este cunoscut cd pentru majoritatea
micromicetelor producdtoare de amilaze sunt mezofile, iar temperatura optima de cultivare
variaza intre 24-36°C [67]. Tn conformitate cu aceasta s-a studiat influenta a trei temperaturi de
cultivare - 20, 30 si 40°C asupra procesului de sintezd a enzimelor amilolitice la tulpina A. niger
CNMN FD 06. La temperatura de 14-15°C tulpina nu creste. Determinarea activitatii amilolitice
n lichidul cultural s-a efectuat in dinamica timp de 9 zile.

pH-ul mediului a fost determinat prin metoda potentiometrica in lichidul cultural si pe
parcursul fazelor de dezvoltare a micromicetei in studiu. Tn scopul stabilirii pH-ului optim de
biosinteza a amilazelor pentru tulpina fungica A. niger CNMN FD 06 s-au testat medii cu
urmatoarele valori ale pH-ului initial: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0 si 8,0. Valorile pH-ului ale
mediului de cultivare au fost determinate cu utilizarea pH-metrului Ino Lab.pH-720 WTW
Germania (2010). S-a constatat ca valoarea pH-ului initial cea mai favorabild pentru producerea
enzimelor amilolitice la tulpina de A. niger CNMN FD 06 este de 5,0 -5,5.

Regimul de agitare este foarte important la cultivarea micromicetelor. Conform datelor
prezentate de Zarnea G. (1980) [49] la cultivarea submersa a fungilor la suprafata se formeaza o
,»panzd” miceliand, care influenteaza aerarea culturii si defavorizeaza dezvoltarea normald a
microorganismului. Pornind de la aceasta constatare cultivarea clasica in retorte Erlenmayer s-a

efectuat pe agitatoare rotative (180 - 200 rotatii pe minut (in continuare - rpm)). In experientele
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la nivel de statie pilot s-a demonstrat ca tulpina in studiu manifestd activitate de biosinteza a
amilazelor mai sporita la micsorarea vitezei de agitare pana la 100 rpm.

Regim de aerare. Fungii microscopici sunt organisme aerobe si dezvoltarea lor depinde
de prezenta oxigenului molecular. Cantitatea de oxigen ce se contine in mediul de cultivare este
nesemnificativa, doar cateva grame la 1m?®, necesitatea fiind Thsd mult mai mare [49]. Studierea
influentei aerarii s-a efectuat prin varierea raportului de volume ,aer - mediu nutritiv” prin
utilizarea retorteErlenmayer cu capacitate diferita: 250, 500, 750 si 1000 ml, in care s-a inclus un
volum constant de mediu nutritiv lichid - cate 100 ml. Cultivarea s-a efectuat in conditii de
agitare continua si in conditii stationare [67]. S-a stabilit ca la cultivarea producatorului in retorte
cu capacitate de 250, 500 ml aerarea este insuficientd pentru sinteza enzimatici intensi. in
conditiile experientei optima pentru biosinteza amilazelor este cultivarea micromicetei in retorte
cu capacitatea de 0,75, 1,0 L, gradul de aerare fiind mai mare si corespunzator este mai mare si
suprafata de contact al fazei lichide cu aerul.

Durata cultivarii. Cultivarea submersa, in retorte Erlenmayer cu capacitate de 1000 ml cu
continut de 200 ml de mediu nutritiv, la temperatura de 28-30°C timp de 6 zile (144 de ore).

Cantitatea materialului de inoculare: In calitate de inoculum a servit suspensia de spori
cu densitatea de 10° spori/ml, obtinuta prin spalarea cu apa distilati sterild a culturii statice de 7-
14 zile crescutd in tuburi cu mediu de malt-agar inclinat. Pentru optimizarea si standardizarea
materialului semincer s-a studiat influenta tipului de material de inoculare - sporifer si vegetal cu
varsta - 24, 48 si 72 de ore pentru vegetal si 7, 10 si 14 zile pentru sporifer, volumul de inoculum
- 2,5; 5,0; 10,0 si 12,5 % vol./vol cu densitatea de 2-3x10° spori/ml. Materialul de inoculare
prezintd o masa densa cu miceliu bine dezvoltat de culoare gri-neagra si miceliu bine ramificat
(examinata la microscop).

Pentru determinarea biomasei se aplica metoda gravimetrica, dupa uscarea acesteia la
105°C.

2.2.2. Selectarea mediului optim de cultivare si producere a amilazelor de catre tulpina
n studiu

Optimizarea mediului de cultivare s-a efectuat prin testarea unor retete de medii nutritive
recomandate in literatura ca efective pentru producerea amilazelor, doud recomandate de Anghel
A., sicol., (1988) [1] si sase medii recomandate de Graceva .M., (1989) [68] ca optimale pentru
cultivarea fungilor. In mediile testate partea minerala este asigurati de sarurile mediului clasic de
nutritie Czapek-Dox cu continut de (g/L) MgSO,- 0,5; KCI - 1,5; CaCl; - 0,1; (NH4),;HPO4 - 9,0,

in doud medii KCI a fost substituit cu CaCl, -0,1. Partea organica a fost asigurata prin inlocuirea
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zaharurilor din mediul Czapek cu (g/L): amidon - 4; malt - 2,0; faina soia - 2,0; boabe de soia -
2,0; faina de fasole -2,0; faina de porumb - 6,0; extract de porumb - 10,0.

Martor a servit mediul de cultivare cu compozitia (g/L): amidon - 3,0; NaNO;3 - 0,9;
FeSO, - 0,001; KH,PO, - 0,1; MgSOQ, - 0,05; KCI - 0,09; apa din robinet, utilizat in cercetarile
de triere comparativa a potentialului de biosinteza a fungilor miceliali (etapa II).

Cultivarea in profunzime s-a realizat in retorteErlenmayer de 750 ml cu 200 ml mediu
nutritiv, in conditii de agitare continud pe agitatoare cu 180 - 200 rot/min, timp de 7 zile, la
temperatura de 28 - 30°C. Tn calitate de inoculum a servit suspensia de spori cu densitatea de 10°
- 10" spori/ml, in volum de 5 - 10 ml in raport cu volumul inoculat, obtinuta prin spilarea cu apa
distilata sterild a culturilor de 12 - 14 zile, crescute pe medii agarizate inclinate.

La finele procesului de cultivare n lichidul cultural separat de biomasa prin filtrare
mecanica si centrifugare s-a determinat activitatea amilolitica prin metoda colorimetrica cu iod
[65, 67].

Biomasa s-a determinat gravimetric dupi uscarea acesteia la 105°C.

Conditii si parametrii de preparare a solutiei stoc de compusi coordinativi.

Compusii coordinativi au fost aditionati la mediul de bazd (M 1) dupa sterilizarea
acestuia. Initial s-a studiat influenta a trei concentratii ale compusilor coordinativi: 1,0 mg/L; 5,0
mg/L; 10,0 mg/L. Tn calitate de control a servit mediul de baza, fara adaos de metalocomplecsi.
La fazele ulterioare ale investigatiilor s-au realizat cercetari in dinamica, fiiind largit diapazonul
de concentratii - 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 30,0 si 40,0 mg/L ale compusilor selectati ca perspectivi
stimulatori de biosinteza a amilazelor.

Pentru studiul modificdrilor morfologice ale micromicetei sub actiunea compusilor
coordinativi in procesul cresterii si dezvoltarii culturii in faza lichida au fost pregatite frotiuri in
picatura strivita care s-au examinat la microscopul optic.

Probele de lichid cultural au fost mentinute in frigider, la temperatura de +5°C, dozandu-
se, la interval de 24, 120 si 144 ore, activitatea amilazelor la pH-ul 4,7 si 2,5 de hidroliza a
substratului. Rezultatele s-au exprimat procentual fata de activitatea enzimatica initiala,
consideratd drept 100%.

In lichidul cultural, obtinut la cultivarea microorganismelor, in lipsa compusilor
coordinativi (proba martor) si in prezenta compusilor coordinativi (experiment), a fost
determinata activitatea amiloliticd prin metoda colorimetrica cu iod, utilizand ca substrat solutia
de 1% de amidon solubil [65, 67, 82, 88].

Conditii si parametrii de preparare a solutiei stoc de nanoparticule.
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In cercetari s-au utilizat nanoparticulele anorganice in baza de oxizi: TiO, ZnO, (core-
self) - in starea initiala in forma de lichide sau suspensii, talc - MgOy, SiO,, Fes04, TiO, ZnO in
formd de praf oferite de Institutul de Inginerie Electronica si Nanotehnologii ,,D. Gitu” sau
procurate ca reagenti de stabilizare ai nanoparticulelor prezentate in forma coloidala.

Nanoparticulele au fost introduse in mediile nutritive sterile odatd cu materialul de
inoculare, in concentratii de 5, 10 si 15 mg/L, iar nanoparticulele de TiO,<100 nm au fost
aditionate in concentratii de 10, 15 si 20 mg/L. Suspensiile de nanoparticule din formele initiale
ale preparatelor (lichide sau solide) au fost pregatite cu utilizarea apei deionizate cu pH-6,25.
Nemijlocit Tnainte de a fi introduse Tn mediul nutritiv suspensiile de nanoparticulele obtinute se
sonifica 5-10 min. (cate 1min. discret repetat) in baie cu ultrasunet de tipul AOYUE-9050 (sau
tip DA-968) Firma WilTec (Wildanger Technik) GmbH, Deutschland, 30W-50W, frecventa 40
kHz, pana la obtinerea dispersarii omogene [181].

Studiul particularitatilor de dezvoltare, biosinteza si proprietatile morfo-culturale ale
tulpinii Tn studiu s-au efectuat conform autorului Bilai V.I., (1988) [67]. Efectul biologic al
nanoparticulelor a fost evaluat dupa gradul de modificare a activitatii enzimatice la micromiceta
in cercetare. Activitatea amilazelor a fost determinata - prin metoda colorimetrica cu iod, dupa
gradul de hidroliza a amidonului solubil pana la dextrine cu masa moleculard variata, in conditii
standard (pH 4,7) [67, 88].

Conditii si parametrii de utilizare a undelor milimetrice de intensitate joasa.

Cercetarile de evaluare a influentii UMM de intensitate joasd au fost indeplinite cu
suportul financiar al Proiectului de grant ,,Evaluarea efectelor actiunii radiatiei milimetrice de
intensitate micda asupra capacitatii biosintetice a microorganismelor cu semnificatie in
biotehnologie” si ,,Undele milimetrice coerente de intensitate joasa ca factor biostimulator si
stabilizator ale proceselor biosintetice la microorganisme” din cadrul Programului de Stat nr.6:
Noi metode de diagnostica si tratament bazat pe actiunea radiatiei milimetrice coerente asupra
obiectelor medico-biologice. Conducatorul proiectelor de grant: dr. st. biologice, conf. cercet.
Alexandra Ciloci si conducatorul programelor - academicianul [D.Ghitu],

Influenta undelor milimetrice (UMM) de intensitate joasa (1 mW/cm?+10 mW/cmZ)
asupra procesului de biosintezd a enzimelor amilolitice la tulpina A. niger CNMN FD 06 s-a
studiat utilizand Tn calitate de generator de UMM de intensitate joasa dispozitivul ,,5IBp-1" cu
destinatie terapeutica care emite UMM cu A=5,6 (53,8 GHz) in regim periodic si continuu,
produs in or. Freazino (Federatia Rusa) si dispozitivul UEM-3 (Republica Moldova), regim de

emitere continuu, fractionar si cu impulsuri, lungimea de unda A =4,9 mm si A = 7,1 mm.
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Generatorul de UMM ,,51Bb-1" a fost pus la dispozitie de catre academicianul ,
directorul Biroului Specializat de Constructii si Tehnologii in domeniul Electronicii Corpului
Solid al Institutului de Fizica Aplicata.

Tratdrii cu unde milimetrice au fost supuse suspensiile apoase de spori a culturilor
crescute timp de 12 - 14 zile pe suprafete inclinate de malt-agar, la temperatura +28 - 30°C. Ca
martor au servit probele inoculate cu material semincer nesupus tratarii cu UMM.

Pentru stabilirea efectului parametrilor UMM asupra activitdfii biosintetice a
micromicetelor s-au studiat diferiti parametri, asa ca: influenta lungimii de unda (A = 4,9, 5.6 si
7,1 mm), a regimurilor de emitere (cu impulsuri - 8 Hz, 16 Hz, fractionar, continuu si periodic) si
a duratei de tratare (5 - 60 min, interval: 5, 15, 20, 30, 45, 60 min).

Cercetarile au fost efectuate in dinamica pe parcursul a trei zile de cultivare: a 4-a, 5-ea,
6-a zi de cultivare. Sporii iradiati au fost crescuti submers la temperatura de 28 - 30°C, in conditii
de agitare continua 180 - 240 rot/min, in retortecu volumul de 750 ml cu 200 ml de mediu
nutritiv timp de 6 zile.

2.2.3. Validarea rezultatelor la nivel de statie pilot

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. Cultivarea tulpinii in studiu s-a efectuat in
fermentatorul BIOSTAT® A plus (Sartorius, Germania) (Fig. 2.2.) 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.

Activitatea enzimatica s-a evaluat in dinamica pe parcursul a 4 - 6 zile de cultivare.
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Fig. 2.2. Cultivarea tulpinii A. niger CNMN FD 06, in conditii de statie pilot, in
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2.2.4. Metode de separare si studiu al proprietitilor fizico-chimice ale complexului
enzimatic amilolitic sintetizat de tulpina A. niger CNMN FD 06

Separarea complexului enzimatic. Lichidul cultural (LC) a fost separat de biomasa prin
filtrare, folosind filtre de hartie. Ulterior filtratul de cultura a fost centrifugat la 3500 - 4000 rpm
timp de 20 de minute. Separarea complexului enzimelor amilolitice din filtratul de culturd al
micromicetei A. niger CNMN FD 06 s-a realizat cu alcool etilic (C;HsOH - AE) de 96%, -
solvent mai frecvent folosit in procesele industriale, racit (SOC), fapt ce permite obfinerea
preparatelor enzimatice cu grad de purificare G10 x. Activitatea amilolitica a sarjelor obtinute a
fost determinata la doud valori de pH 2,5 si 4,7. Precipitatul obtinut a fost uscat in exicator pe
CacCly, la temperatura camerei, timp de 2 zile.

Studiul proprietatilor fizico-chimice ale complexului enzimatic amilolitic. Influenta pH-
ului asupra activitatii amilolitice s-a determinat la valori de pH cuprinse intre 2,8 - 10,0. Solutiile
- tampon utilizate au fost: citrat-fosfatul, pH 2,6 - 7,0 si solutia de glicina - NaOH (0,05 M), pH
8,0 si pH 9,0 [75,161].

Temperatura optima de actiune s-a determinat prin realizarea hidrolizei la 20, 30, 40, 50,
60, 70 si 80°C. Influenta concentratiei amidonului din substrat s-a determinat la valorile cuprinse
intre 0,5-5,0 %.

Pentru studiul termostabilitatii enzimelor amilolitice solutiile de preparat enzimatic (in
lipsa de substrat) au fost menginute timp de 15, 30, 60 min. la diferite temperaturi (30, 40, 50, 60
si 70°C in lipsa de substrat. Ulterior, in probele de preparat supuse tratarii termice s-a dozat
activitatea amiloliticd prin metoda colorometrica cu iod.

Pentru studierea stabilitatii la diferite valori de ale pH-ului, solutiile de preparat cu valori
ale pH-ului Tn diapazon de 3,0 - 10,0 s-au mentinut timp de 24 de ore la temperatura de 20°C in
lipsa de substrat. Ulterior pH-ul a fost ajustat pana la valoarea optima de actiune a enzimelor (pH
5,0) si s-a determinat activitatea amilolitica. In cercetirile de stabilire a termo- si pH-stabilitatii
rezultatele s-au exprimat procentual fata de activitatea amilolitica initiala care s-a luat drept
100% [65, 75, 88].

2.3. Prelucrarea statistica a datelor

Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat conform metodelor acceptate pentru efectuarea
cercetarilor medico-biologice [83]. Experientele au fost repetate minim de trei ori, fiecare
varianta - in trei probe. Prin metoda varietatii de distribuire au fost calculati urmatorii indici ai
datelor experimentale: media aritmeticad (M), abaterea medie patrata (S), eroarea medie a mediei
aritmetice (m), coeficientul variatiei (C) si veridicitatea (p). Diferentele semnificative au fost

apreciate conform t-criteriului Student prin comparatia in perechi a variantelor din experiment cu
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varianta martor [83]. Eroarea 1n experiente fiind relativ mica, rezultatul final a fost prezentat sub
forma mediei aritmetice a trei analize paralele.

Prelucrarea statistica a datelor privind rezultatele a 3 - 5 repetari obtinute s-a efectuat prin
calcularea mediei, abaterii standard si intervalului de incredere. Prelucrarea matematica a datelor
experimentale si interpretarea grafica a rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul programului MS
Office (Excel).

2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Rezultatele cercetarilor, calitatea si veridicitatea datelor, in mare parte, depind de
selectarea si utilizarea In conformitate cu scopul si obiectivele propuse a celor mai potrivite
metode si tehnici de cercetare.

2. Atingerea obiectivelor trasate de elaborare a unor procedee argumentate de sporire a
eficientei de sinteza si de valorificare a biotehnologiilor avansate, de producere a preparatelor
enzimatice amilolitice competitive cu cele utilizate la scara mondiala s-a realizat prin aplicarea
metodelor clasice de screening si de cercetare microbiologica a tulpinilor de fungi din colectia
laboratorului Enzimologie, precum si tulpini de fungi izolate din solurile din zona de centru a
Republicii Moldova, care au servit drept obiecte de cercetare.

3. Utilizarea compusilor complexi si nanooxizilor metalici ca materiale de cercetare a
permis valorificarea potentialului biosintetic al tulpinii A. niger CNMN FD 06 - potential
producator de amilaze exocelulare.

4. Cumulativ in cercetari au fost aplicate:

metode microbiologice de identificare a particularitatilor morfo-culturale si fiziologo-
biochimice a culturilor, precum si de cultivare si pastrare a tulpinilor biologice-potentiali
producenti de produse biologic active;

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

metode standardizate, conform reglementarilor normative de obtinere si evaliuare a
calitatii enzimelor amilolitice obtinute;

metode de valorificare a cercetarilor la nivel de statie pilot;

metode matematice de planificare a experimentelor de analiza comparativa si de evaluare
statistica a rentabilitatii preparatelor amilolitice obtinute si tehnologiilor elaborate.

5. Astfel metodele clasice si moderne de cercetari fizico-chimice si microbiologice,
echipamentele, mediile de culturd, selectate distinct si optimizate, au asigurat valorificarea

potentialului biosintetic al micromicetei in studiu.
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3. STABILIREA PARTICULARITATILOR MORFO-CULTURALE
SI FIZIOLOGO-BIOCHIMICE ALE TULPINII A. NIGER CNMN FD 06

Valorificarea microorganismelor ca surse de substante biologic active, selectarea si
studierea celor cu insusiri productive majore, introducerea lor in culturd ca obiecte de
perspectiva ale biotehnologiilor moderne, prezintd directiile prioritare de cercetare 1in
microbiologie si biotehnologie. Instabilitatea capacitdtii de producere, caracteristica
microorganismelor, argumenteaza continuitatea si actualitatea cercetarilor in aceasta directie [5,
22, 25, 95, 102, 110].

Amilazele microbiene, datoritd proprietatilor lor tehnologice inalte - rezistenta la
temperaturi ridicate, activitate enzimatica in diapazon larg de pH, capacitate inalta de lichefiere a
gelurilor de amidon - cunosc o largd aplicare in diverse industrii. o- si [-amilazele,
amiloglucozidazele de origine fungica si bacteriand reprezintd una din cele 4 grupe de enzime
produse la scard industriala si care constitue 30% din preparatele enzimatice comerciale [90, 96,
122, 139, 141].

In Moldova preparatele enzimatice, inclusiv cele cu actiune amilolitica, implicate in
ramuri de mare tonaj ale economiei nationale cat si in medicind sunt importate de peste hotare la
pret considerabil. Faptul determina necesitatea realizarii investigatiilor de evidentiere a unor
tulpini de microorganisme producdtoare de amilaze ca surse accesibile, eficiente si stabile de
enzime competitive, capabile sd acopere necesitatile pietii In preparate enzimatice.

Selectarea unor tulpini noi de microrganisme producdtoare de enzime, cu productivitate
inalta e dificild, deoarece majoritatea metodelor de cercetare microbiologica nu sunt perfecte,
mediile nutritive nu corespund cerintelor respective, identificarea culturilor necesitd un volum
mare de munca [31].

Producatori performanti de amilaze sunt recunoscuti fungii miceliali din diferite genuri si
grupe taxonomice: Aspergillus, Botrytis, Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Cladosporium,
Neurospora, Paecilomyces, Schizophyllum, Sclerotium, Sporotrichum, Trichoderma,
Trichothecium [1, 15, 41, 59, 70, 75, 81, 99, 103, 104, 107, 110, 111, 114, 123, 142], unele
producéndu-le in cantitati mari ca exoenzime in mediu de cultura, izolarea lor fiind simpla si
putin costisitoare [148, 151, 161, 164]. Avantajul preparatelor enzimatice produse pe baza de
micromicete consta in stabilitatea lor in conditii extremale (enzime acidofile, termofile,
psihrofile) [161, 187].

3.1. Evaluarea comparativd a capacititii de sinteza a amilazelor exocelulare si

selectarea mediului optim de cultivare a tulpinii A. niger CNMN FD 06
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In prima etapa a cercetarilor a fost efectuat screening-ul a 37 de tulpini de micromicete
din diferite genuri (Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Rhizopus,
Alternaria) din colectia de laboratorului dupa capacitatea de a sintetiza amilaze exocelulare.
Selectarea preferentiala a tulpinilor de micromicete din genurile enumerate supra s-a facut avand
la baza datele din literatura de specialitate [1, 15, 25, 41, 64, 75, 81, 99, 103, 107, 110, 111, 142,
215], care expun ca cei mai perspective producatori de enzime excelulare anume fungi din
genurile Aspergillus, Penicillium, Fusarium si Trichoderma (Tab. 3.1.).

Tabelul 3.1. Evaluarea comparativa a unor tulpini de fungi miceliali dupa criteriul de

sinteza a amilazelor exocelulare

(l;\:_: Tulpina fungica Activitatea amilazica, (U/mL)
1 Alternaria alternata 2,08 +0,11
2 Aspergillus terreus 1,70+0,04
3 Aspergillus terreus 65 1,87+0,02
4 Aspergillus terreus 67 1,50+0,06
5 Aspergillus flavus 1,37+0,14
6 Aspergillus flavus 76 1,37+0,14
7 Aspergillus flavus 76 (miceliu) 1,95+0,07
8 Aspergillus niger 33 8,47+0,08
9 Aspergillus niger 412 7,9310,21
10 Aspergillus sp. 3,22+0,17
11 Aspergillus fumigatus 1,78+0,11
12 Aspergillus 57 0,33+0,04
13 Aspergillus oryzae 0,69+0,15
14 Aspergillus awamori 1,01+0,14
15 Botrytis cinerea 70 1,77+0,24
16 Gliocladium venosum urm
17 Fusarium oxysporum 0,55+0,19
18 Fusarium nivale urme
19 Fusarium moniliforme urme
20 Fusarium culmorum urme
21 Penicillium corylophilium 0,53
23 Penicillium chrysogenum 7,34+0,14
24 Penicillium funiculosum 8,15+0,14
25 Penicillium nigricans 0671 urme
26 Penicillium nigricans 0719 0,71+0,22
27 Penicillium expansum F 1703 urme
28 Penicillium viride urme
29 Rhizopus arrhizus 67 2,51+0,18
30 Rhizopus arrhizus C 0,68+0,17
31 Rhizopus nigricans 0,55+0,20
32 Rhizopus orizae 0,87+0,14
33 Rhizopus arrhizus I1X 0,88+0,10
34 Trichoderma koningii 3,4610,13
35 Trichoderma harzianum 4,51+0,24
36 Trichoderma lignorum 1,92+0,19
37 Trichoderma viride 0,99+0,11
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Dupa cum urmeaza din datele tabelului 3.1. in conditiile experimentului activitatea
amilolitica a fost Tnregistrata la nivel diferit (0,33-8,47 U/mL) la reprezentanti din toate genurile
tulpinilor supuse trierii. Cele mai inalte valori a activitatii amilolitice in diapazonul 3,22-8,47
U/mL au manifestat tulpinile din genurile Aspergillus, Penicillium, Trichoderma.

Valori superioare a activitatii amilolitice au manifestat tulpinile Aspergillus niger 33 -
8,47 U/mL, Aspergillus niger 412 - 7,93 U/mL, Aspergillus sp. - 3,22 U/mL, Penicillium
funiculosum - 8,15 U/mL si Penicillium chrysogenum - 7,34 U/mL.

In rezultatul cercetirilor preliminare s-au stocat ca potentiali producatori de amilaze 20

tulpini, supuse trierii repetate (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Activitatea amiloliticad a micromicetelor selectate la etapa preliminara de

cercetare
chI';' Tulpina fungica Activitatea amilazica (U/mL)
1 Aspergillus niger USA MV (Roméania) 2,22+0,05
2 Aspergillus terreus 1,65+0,17
3 Aspergillus terreus 65 2,47+0,23
4 Aspergillus terreus 67 1,50+0,09
5 Aspergillus flavus 1,87+0,15
6 Aspergillus flavus 76 1,07+0,18
7 Aspergillus flavus 76 (miceliu) 2,25+0,05
8 Aspergillus niger 33 9,5740,26
9 Aspergillus niger 412 9,39+0,25
10 Aspergillus sp. 6,44+0,14
11 Aspergillus fumigatus 0,98+0,14
12 Trichoderma koningii 4,57+0,08
13 Trichoderma harzianum 4,01+0,21
14 Trichoderma lignorum 2,7240,11
15 Penicillium corylophilium 0,72+0,17
16 Penicillium chrysogenum 6,44+0,12
17 Penicillium funiculosum 9,05+0,15
18 Rhizopus arrhizus 2,31+0,05
19 Botrytis cinerea 70 0,77+0,06
20 Alternaria alternata 1,98+0,19

Ca rezultat al cercetdrilor de triere, din 20 de tulpini de micromicete au fost selectate si
incluse in colectia laboratorului Biotehnologia fungilor (Enzimologie) ca potentiali producatori
de amilaze exocelulare cu capacitate stabila de biosinteza 5 tulpini de micromicetre - trei din
genul Aspergillus si doua din genul Penicillium, care, in conditiile experimentului, au manifestat
activitate amilolitica superioara: A. niger 33 (9,57 U/mL), A. niger 412 (9,39 U/mL), Aspergillus
sp. (6,44 U/mL), P. chrysogenum (6,44 U/mL), P. funiculosum (9,05 U/mL).
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Din cele 5 tulpini de micromicete, ca obiect de studiu pentru cercetdrile noastre a fost
selectata tulpina A. niger 33, care a manifestat cea mai inaltd capacitate biosintetica a amilazelor
(9,57£0,26 U/mL) in comparatie cu celelate tulpini de micomicete.

Conform datelor din literaturd de specialitate producatorii de amilaze, pe medii ce contin
inductori (amidon, dextrine, lactoza, tarate de grau si orz, faind de porumb, etc.), manifesta
maximul sintezei enzimatice la a 3-a - 6-a zi de cultivare. Prin cercetari multiple este constatat,
de asemenea, ca majoritatea fungilor miceliali intensiv sintetizeaza amilaze la valoarea pH-lui
4,5-5,0 [67]. Varsta culturii are importanta si se determina individual experimental pentru fiecare
tulpind de micromicete luata in studiu.

Parametrii sus mentionati au fost sustinuti in experimentul de cercetare comparativa a
tulpinilor de micromicete producdtoare de amilaze, utilizdnd mediu Czapek modificat prin
substituirea zaharurilor cu amidon in calitate de inductor pentru sinteza amilazelor.

Cercetdrile au cuprins tulpinile fungice selectate anterior, care au manifestat capacitate de
biosinteza a complexului amilolitic, fiind suplimentate cu alte tulpini din colectia Laboratorului
de Enzimologie, precum si cu tulpini neidentificate izolate din sol. Conditiile de cultivare au fost
mentinute aceleasi. pH-ul initial al mediului de cultivare era 6,0.

Pentru determinarea activitatii amilolitice lichidul cultural s-a colectat in ziua a 4-a, a 6-a
si a 7-a de cultivare.

Pornind de la datele din literatura de specialitate si cerectarile prezentate de Cvesitadze
Gh., (1984) [75], in conditiile cultivarii submerse fungii din genul Aspergillus, sintetizeaza doua
forme de enzime amilolitice: grupul flavus -oryzae produc forme acid-labile, grupul niger,
produc forme acid-stabile, care in conditiile pH 2,5 timp de 30 de minute isi pastreaza 90% din
activitatea initiala.

In scopul verificarii tipului de amilaze exocelulare sintetizate de tulpinile Tn cercetare n
lichidul de cultura a fost determinata activitatea a doua tipuri de amilaze acid-labile (standarde
sau ordinare, pH 4,7) si acid-stabile (care 1si pastreaza activitatea la valoarea de pH 2,5).

Ca rezultat al cercetarilor de triere au fost selectate si incluse in colectia laboratorului
Enzimologie ca perspectivi producatori de amilaze exocelulare cu capacitate Tnaltd si stabild de
biosinteza a amilazelor exocelulare 6 tulpini de micromicetre care, in conditiile experimentului,
au manifestat activitate amilolitica superioard: A.niger 412 (49,99 - 97,79 U/mL), A. niger 33
(79,63 -114,14 U/mL), Trichoderma 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).

Totodatd capacitatea sporita de sintezd enzimaticd in conditiile cu valori ale pH 4,7 si in

conditii extreme (pH 2,5), care asigura perspective de utilizare a preparatelor in diferite industrii
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a fost stabilita la doud tulpini din genul Penicillium, valori superioare fiind inregistrate la
Penicillium funiculosum (53,44 - 83,74 U/mL) si Penicillium chrysogenum (45,59 - 76,63
U/mL), care de asemenea au fost incluse in colectia laboratorului. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in Tab.3.3.

Tabelul 3.3. 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 25

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 (Romania)| 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.12 21,52 25,99 37,55 22,97 72,37 66,61
17 | Nr.13 451 0,85 7,23 0,00 3,96 11,98
18 | Nr.14 8,50 14,39 23,98 0,00 36,18 48,89
19 | Nr. 10T 0,00 19,95 36,02 0,00 36,18 83,76
20 | Nr. 57 3,49 1,20 10,50 36,18 5,05 9,05
21 | Nr. 77 7,13 46,16 20,15 30,73 76,11 43,05
22 | Nr. 209 21,52 15,75 57,89 65,10 72,37 95,70
23 | Nr. 222 17,89 64,40 20,12 85,26 124,09 | 43,36
24 | Nr. 223 3,60 0,85 7,60 0,00 2,87 8,52
25 | Nr. 1T 1,60 0,504 11,77 0,00 3,60 52,53
26 | Nr. 228 6,48 18,34 10,84 19,84 30,55 18,84
27 | Nr. 229 3,60 4,34 2,15 0,00 8,69 4,33
28 | Nr. 231 2,87 3,64 0,00 0,00 5,06 0,00

Micromiceta Aspergillus niger 33, care a manifestat rezultate mai stabile, confirméand
potentialul superior de activitate amilolitica, inclusiv in conditiile de aciditate sporita (pH 2,5) a
fost depozitata in Colectia Nationalda de Microorganisme Nepatogene cu cifrul atribuit CNMN
FD 06 si a servit 1n calitate de obiect de studiu pentru investigatiile ulterioare.

Selectarea mediului optim de cultivare al micromicetei A. niger CNMN FD 06 cu

potential biosintetic amilolitic
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Dintre factorii, care influenteaza modificarea proceselor biologice in celula microbiana,
remarcabil este mediul nutritiv. Anume compozitia si abundenta mediului nutritiv regleaza
dezvoltarea si activitatea biosintetica a celulei microbiene si influenteaza considerabil biosinteza
enzimelor. Orice schimbare, care reduce consumul de materie prima sau energie, utilizarea in
calitate de materie prima a deseurilor si valorificarea acestora, este consideratd mai ecologica si
mai de perspectiva.

In acest aspect au fost initiate cercetdri de selectare a mediilor de cultivare, care s
asigure realizarea maxima a potentialului de biosintezd a enzimelor amilolitice la tulpina in
studiu.

La cultivarea submersa au fost utilizate mediile nutritive, recomandate din literatura de
specialitate, ca efective pentru obtinerea de amilaze, in compozitia carora, in calitate de inductor,
este utilizat amidonul sau substante bogate in amidon: extract de porumb, malt, faina de soia,
faina de porumb, faina de fasole.

Astfel 6 variante de medii (nr. 1 - 6), recomandate de Graciova I.LM [67], au un continut
de 2% de amidon sau fdind de porumb (3%) In diverse combinatii cu malt (1%), boabe de soia
(1%) sau extracte de porumb (1%). Partea minerald al acestor medii era identicd si continea
MgSQ,, KCl1 si CaCl,. De importanta este continutul (NH4),PO,4 Tn aceste medii, astfel cum in
conformitate cu constatarile autorilor Dediuhina A.G., Erosin V.K., (1991) [69] utilizarea acestor
substante in calitate de sursa de azot intensifica semnificativ biosinteza amilazelor.

Mediile nr. 7 si nr. 8, utilizate n studiu, sunt recomandate de catre Anghel A., Kaycka A.,
Datarey E., (1988) [1] ca optime pentru obtinerea de amilaze si au in compozitia lor faina de
fasole sau porumb, amidon, tarate de grau si saruri minerale.

In calitate de martor a servit mediul Czapek modificat care contine in calitate de inductor
amidon (3%).

Tabelul 3.4. Activitatea amilolitica a tulpinii A. niger CNMN FD 06
pe medii cu diferite surse de amidon

Nr. mediului Activitatea amilolitica
de cultura U/mL % fata de martor

1 88,30 +0,11 961,87
2 21,10+0,07 229,84
3 13,67+0,01 148,91
4 77,60+0,15 845,31
5 13,85+0,35 148,91
6 10,40+0,02 113,28
7 6,33+0,41 68,95

8 143,40+0,07 1562,09

martor 9,18+0,19 100
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Rezultatele aratd cd mediile testate sunt foarte favorabile pentru culturile din genul
Aspergillus. Astfel tulpina A. niger CNMN FD 06 a manifestat activitate inalta pe mediile nr. 1,
4 si 8 si constituie, respectiv, 88,30 U/mL, 77,60 U/mL si 143,40 U/mL. Astfel, cele mai Tnalte
rezultate pentru tulpina in studiu au fost marcate pe mediile de cultura care, in calitate de surse
naturale de carbon si azot, cat si in calitate de inductor, contin amidon, faina de porumb sau
fasole, extract de porumb, tarate de grau, asa cum este recomadat si de literatura de specialitate
[1, 49, 64, 68, 79, 141].

In rezultatul cercetarilor a fost stabilite drept optimal pentru cultivarea tulpinii A. niger
CNMN FD 06 mediul de nutritie cu numarul 8, care are in compozitie, in calitate de sursa
suplimentara de azot, faina de fasole si asigurd valorificarea deseurilor productiilor agricole prin

macerarea si utilizarea taratei de grau.

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

Particularitatile morfo-culturale ale tulpinii A. niger CNMN FD 06 au fost cercetate la
cultivarea pe diferite medii nutritive agarizate: Reistrick, Czapek, malt-agar, malt-agar-amidon
1% (Tab. 3.5). Cultivarea s-a efectuat pe medii solide, pe cutiile Petri, la temperatura de 28°C,
timp de 12 zile.

Tabelul 3.5. Cresterea si sporularea tulpinii A. niger CNMN FD 06
pe medii nutritive agarizate

Intensitatea cresterii si sporularii
Mediul . i - - . . .
nutritiv | 1@zl |a2-azi | a3-eazi | ad-azi a5-eazi ab6-azi ar-azi
c|s|c|s|C|S|C]|S C S C S C S
Reistrick - ol- - - - + |+ |+ + ++ + ++ [+
Czapek e I I I S ++ |+ | HHErt | bR | bR | AR | |
+
Extractde |- |- |- |- [+ |- + |+ | ++ + ++ + ++ |+
malt
Extractde |- |- |+ |- [+ |- + |+ |+ + ++ + ++ [+
malt-1%
de amidon

Legendi: C- cresterea coloniilor; S- sporularea.

Urmarind pe parcursul a 7 zile intensitatea procesului de crestere si sporulare se observa
ca micromiceta incepe procesul de sporulare abia in ziua a 3-ea, intensitatea procesului fiind
influentati de compozitia mediului de nutritie. In conditiile experimentului A. niger CNMN FD
06 prezinta o crestere si sporulare intensa, in ziua a 5-ea de cultivare, pe mediul Czapek agarizat.

In functie de mediul de cultura coloniile tulpinii de A.niger CNMN FD 06 se deosebesc
dupa caracteristicile morfologice, dimensiunile si forma coloniilor, culoarea miceliului si

intensitatea sporuldrii (Tab. 3.6.).
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Tabelul 3.6. Particularitatile morfologice ale coloniilor micromicetei

A. niger CNMN FD 06 pe diferite medii nutritive

Nr.

Tipul mediului

Aspectul coloniilor

Diametrul
coloniilor, mm

3-eazi | 5-eazi

Reistrick

Colonii de forma sferica definitivate, cu margine radiala.
Miceliu alb-gri, neaderent la substrat (pufos), centrul
coloniei de culoare mai deschisa. Rezervuum galben pal cu
septuri radiale. Miros slab, specific de mucegai. Exudatul
este prezentat de picaturi marunte, incolore. Sporularea
este slaba.

7,0 20,0

Czapek agarizat

Colonii de forma sferica, fard septuri radiare. Miceliul
catifelat, aderent la substrat. Sporii de nuantd bej spre
cafeniu, repartizati in partea centraldi a coloniei.
Rezervuum incolor. Marginea coloniilor prezintd o bordura
alb spre gri. Se sesizeaza un miros specific de mucegai.
Exudatul lipseste.

12,0 27,0

Extract de malt
agarizat

Colonii bine dezvoltate, intens sporulate cu septuri radiare.
Miceliul cenusiu-inchis neaderent, pufos. Sporii cenusii-
cafenii. Rezervuum cafeniu deschis.

9,0 25,0

Extract de malt-
agar si 1% de
amidon

Colonii de forma sferica intens brazdate, miceliul aderent
la substrat cu striatiuni radiale. Rezervuum cafeniu deschis
cu bordurd cafenie conturati. Sporii lipsesc. Exudatul
lipseste, mirosul de mucegai sesizabil.

10,0 25,0

Coloniile crescute pe diferite medii diferd ca forma, aspect exterior si manifesta diferite

particularititi morfologice. Examinarea si descrierea coloniilor formate de micromiceta,

marcheaza cea mai buna dezvoltare si sporulare pe mediul Czapek agarizat (Fig. 3.1).

a) Raistrick

Mediul nutritiv
Raistrick
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b) Czapek agarizat




Mediul nutritiv

malt agarizat |

c) Malt agarizat d) Malt agar +1% amidon
Fig. 3.1. Aspectul culturii A. niger CNMN FD 06 pe diferite medii agarizate

Mediul nutritiv malt
-agar- 1% amidon

Aspecte ale variabilitatii naturale la tulpina A. niger CNMN FD 06. Conform datelor
citate in reviul literaturii [178, 187], nivelul de sinteza a substantelor biologic active este in
dependentd de mai multi factori, inclusiv de tipul morfologic al coloniilor fungice. Criteriu de
selectie a tipului morfologic a fost identificarea coloniilor cu potential maxim de sinteza
amilolitica la cultivarea tulpinii pe medii de nutritie suplimentati cu inductor specific pentru
sinteza complexului amilolitic (amidon). Studiile din domeniu certifica faptul ca in functie de
tipul coloniei activitatea de sintezd poate varia si aceastd metoda aplicatd frecvent pentru
aprecierea activitdtii enzimatice, la etapele initiale de selectie a tulpinilor producétoare de
amilaze exolelulare, a fost aplicata la cultivarea tulpinii in studiu.

Cultivarea tulpinii Tn studiu, prin aplicarea dilutiilor zecimale de spori, spalati cu apa
distilata sterild de pe suprafata unei culturi bine sporulate crescutd pe coloane oblice (Fig. 3.2,
A), pe cutiile Petri cu mediul Czapek agarizat, suplimentat cu 1% de amidon, a permis
identificarea coloniilor morfologic distincte (Fig. 3.2, B) si monitorizarea ciclului biologic al

micromicetei

Fig. 3.2. Tulpina A. niger CNMN FD 06 crescuta pe tuburi inclinate (A) si pe mediu
agarizat (B)
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pe parcursul a 12 zile pentru a identifica stabilitatea tulpinii si a selecta coloniile care s-au
remarcat prin crestere abundenta, sporulare activa si particularitati morfoculturale.

La etapa respectivd de cercetare au fost identificate 4 tipuri de colonii, care au fost
transferate pe tuburi oblice de malt-agar si incubate la temperatura de 30°C. Repetat au fost
facute dilutii de ordin 10 si realizate pasaje pe cutiile Petri (Fig. 3.3., A, B, C, D).

La etapa urmatoare de cercetare, In scopul identificdrii potentialului de biosinteza al
complexului amilazic al tulpinii in studiu, dupd incubarea repetatd pe medii inclinate au fost
inoculate in mediu lichid si determinatd activitatea amilolitica, pentru a stabili daca aspectele
respective sunt cauzate de variabilitate spontana, care, in cadrul populatiilor de microorganisme,
genereaza aparitia in colonii a variantelor morfologice noi. Multi autori sustin cd acest proces la
microorganisme are importantd adaptiva [6, 60, 141] si se manifestd mai accentuat decat la
organismele superioare reiesind din perioada scurtd de generatie, mutatii frecvente, recombinari
frecvente si schimb de material genetic.

Astfel cum, variabilitatea naturald poate duce la pierderea proprietatilor biosintetice
active variante din populatii, fapt conditionat de adaptarea organismului la conditiile de mediu
[51, 52, 59], s-au efectuat cercetari in vederea identificarii, selectarii, separarii si studierii
capacitatii de hidroliza enzimatica la aspectele de variabilitate naturala identificate la tulpina
fungica A. niger CNMN FD 06.

La prima etapa tulpina fungica A. niger CNMN FD 06, de pe medii inclinate de agar de
6-7 B, a fost cultivati pe mediu agarizat pe cutiile Petri la temperatura de 28-30°C timp de 14
zile, fiind diluatd solutia de spori in raport de 1:18. Variatiile morfologice delimitate au fost
semanate pe medii inclinate agarizate si in retorte Erlenmayer care contineau 200 ml de mediu
nutritiv lichid cu compozitia selectatd anterior drept optimala pentru tulpina in studiu. Retortele
Erlenmayer cu mediu nutritiv inoculate cu cultura de A. niger CNMN FD 06 au fost plasate pe
agitator (180-200 rot/min) la temperatura de 28-30°C, timp de 6 zile. Tn lichidul cultural, prin
metoda colorimetrica cu iod, a fost determinata activitatea a doua tipuri de amilaze: acid-labile
(hidroliza substratului de amidon de 1% are loc la pH 4,7) si acid-stabile (hidroliza amidonului
are loc la pH 2,5) pentru fiecare variantd morfologica. Unitate de activitate amilolitica a fost
admisa cantitatea de enzimad, care in conditii determinate de pH, temperatura si durata de actiune,
catalizeaza hidroliza unui gram de amidon pani la dextrine cu masa moleculara diferita [67]. In
calitate de martor a servit suspensia de spori a tulpinii fungice initiale, inoculatd in acelasi mediu
nutritiv. Cultivarea Tn mediu submers s-a repetat la intervale de 14 zile, determinandu-se daca

variatiile interpopulationale isi mentin capacitatea de hidroliza enzimatica.
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Tn rezultat au fost izolate 4 tipuri de colonii ale tulpinii A. niger CNMN FD 06, notate
simbolic prin A, B, C, D (Fig. 3.3). Fiecare tip de colonie se deosebeste prin particularitatile
culturale, astfel:

Tipul A: Miceliul pufos, aderent la substrat. Sporulare intensd in cea dea 2-3 zi de
cultivare. Spori de culoare neagra, concentrati in clistocarpi. Conidioforii medii, predominanti in
partea centrald a culturii. Marginea coloniei are o bordura alba asporulatd. Exudatul lipseste.
Reversul cafeniu-pal cu striatiuni radiare. Fara miros, diametrul 4.8 cm.

Tipul B: Colonii catifelate cu miceliul aderent la substrat. Conidioforii incolori scurti.
La sporulare apare culoarea gri. Reversul fara striatiuni, de culoare cafenie cu bordurd de un
cafeniu mai intens. Marginile coloniei sunt netede, diametrul 4,0 cm.

Tipul C: Coloniile de forma sferica definitivata, constituite din miceliu catifelat de
culoare bej. Miceluil atos, aderent la substrat. Partea centrald putin bombata, mai intunecata.
Prezenta streatiunilor radiare. Reversul cafeniu deschis. La marginea coloniei se delimiteaza un
cerc concentric. Exudatul lipseste, diametrul 2,7 cm.

Tipul D: Miceliul aderent la substrat. Bordura de culoare bej, prezenta brazdelor
concentrice. Marginile netede. Fard exudat. Reversul cafeniu-deschis cu discuri concentrice de
culoare mai intensa. Diametrul 1,5 cm.

Toate variantele morfologice identificate manifesta o sporulare intensa la cea de-a 12-a -

14-a zi, respectiv culturile capata nuanta cafenie - neagra, caracteristica aspergililor negri.
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C

Fig. 3.3. Aspecte ale variatiilor morfologice la tulpina A. niger CNMN FD 06, ziua a 3-ea

In continuare tipurile de colonii identificate cu particularititi distincte au fost testate la
capacitatea de enzimogeneza a complexului amilolitic. Testarea a fost efectuatd in 3 etape. In
calitate de martor a servit tulpina initala A.niger 33.

Pentru fiecare tip morfologic a fost testatd activitatea amilolitica in cea de-a 6-a zi de

cultivare. Rezultatele primei etape de cercetare sunt prezentate in Fig. 3.4.

250

190.44

N
o
o

178.3
165.22

150

96.01
100 86.77

O I

78.05

B

Tipuri morfologice de colonii

110.6
62.02

A Cc

Fig. 3.4. Dinamica activitatii amilolitice (U/mL) a variantelor identificate la

tulpina A. niger CNMN FD 06 (etapa I)
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Rezultatele obtinute remarca faptul, ca cea mai productiva din punct de vedere al sintezei

enzimelor amilolitice este varianta A, care, in conditii standarde de hidroliza enzimatica - pH
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4,7, prezintd un spor de 27,46% fatd de martor, iar in conditii mai aspre de hidroliza - pH 2,5
manifestd o crestere de 98,37%. Celelalte colonii isi manifestd, In special, capacitatea de
enzimogeneza a amilazelor acidstabile, pe cand sinteza amilazelor acid-labile este mai scazuta in
comparatie cu tulpina martor. Noile tipuri de colonii izolate au un potential mai sporit pentru
sinteza amilazelor acid-stabile.

Studiul activitatii amilolitice la coloniile izolate, crescute pe medii inclinate de malt-agar
la temperatura de 28-30°C, a fost repetat peste 14 zile. Variantele separate au fost cultivate
submers pe mediul nutritiv nr. 8, selectat anterior ca optim pentru manifestarea capacitétii de
sintezad a enzimelor amilolitice la tulpina in studiu, iar in lichidul cultural s-a determinat
activitatea complexului amilolitic la valorile de pH 4,7 si respectiv la pH 2,5, pentru a determina
daca variantele care manifesta particularitati de variabilitate naturala a populatiei de A. niger
CNMN FD 06 au mostenit aceiasi capacitate de hidrolizd enzimatica. Rezultatele studiului
activitatii amilolitice la fiecare disociant al tulpinii A. niger CNMN FD 06 sunt prezentate n Fig.
3.5.
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Fig. 3.5. Dinamica activitatii amilolitice (U/mL) la variantele separate

la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06 (etapa I1)

Rezultatele obtinute au aratat ca, la cultivarea submersa in mediul nutritiv nr. 8 tipul de
colonii A isi mentine activitatea amilolitica atat pentru amilazele acid-labile constituind 169,58
U/mL, cat si pentru amilazele ce hidrolizeaza substratul in conditii de aciditate sporita la pH 2,5

fiind de 180,47 U/mL marcand cei mai inalti indici. Coloniile de tip B si D, care au particularitati
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morfologice asemanatoare, prezintd rezultate apropiate 147,78 U/mL si 139,07 U/mL pentru
amilazele acid-labile si 141,25 U/mL si 156,50 U/mL corespunzator pentru amilazele acid-
stabile. O activitate mai mica a prezentat si la etapa a doua de cercetare coloniile de tip C,
marcand o activitate amilolitica la nivelul martorului la hidroliza realizata la pH-ul 4,7 si cu o
sporire neesentiala pentru amilazele acid-stabile. Etapa a treia a cercetarilor a constat in cultivarea
repetatd a variantelor separate peste 14 zile. Rezultatele investigatiilor sunt prezentate in Fig. 3.6.

Capacitate mai sporitd de enzimogeneza amilolitica manifesta varianta A, sporindu-si
potentialul de sintezd a enzimelor amilolitioce la ambele valori de pH, astfel inregistrand o
crestere cu 181,28% pentru hidroliza la pH 4,7 si cu 204,88% la hidroliza amilazelor acid-
stabile. Varianta C repetd rezultatele prezentate la etapa II, pentru amilazele acid-labile
activitatea fiind de 96,52 U/mL, iar pentru cele acid-stabile mentinandu-se aproape de nivelul
martorului - 118,86 U/mL.
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Fig. 3.6. Dinamica activititii amilolitice (U/mL) la variantele separate

la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06 (etapa I11)

Astfel, cercetdrile variabilitatii naturale a tulpinii in studiu au permis segregarea culturii
in variante morfologice distincte, identificarea variantelor cu potential sporit de sintezd a
enzimelor amilolitice si utilizarea acestora in cercetarile ulterioare.

Totodata, pentru a ne asigura de rationamentul cercetdrilor ulterioare au fost verificati
parametrii de ecotoxicitate a tulpinii in studiu, fiind determinata toxicitatea primara a lichidului

cultural.
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Ecotoxicitatea directa (toxicitatea primard) a fost apreciata in baza testului pe cultura de
parameciu (Paramecium caudatum), fiind urmarit efectul interactiunii micromicetei A. niger
CNMN FD 06 (sub forma de extract apos) cu Paramecium caudatum, organism unicelular, care
sub actiunea factorilor externi poate reactiona rapid modificind semnele vitale: metabolism,
crestere si dezvoltare, reproducere, viabilitate. Studiul de sensibilitate, iritabilitate, adaptibilitate
si viabilitate a culturii de Paramecium caudatum la actiunea diferitelor substante chimice sunt
obiectului a servit timpul de la inceputul interactiunii micromicetei studiate (sub forma de extract
apos) cu Paramecium caudatum pind la moartea celulelor, constatata prin stabilirea timpului de
stopare a miscarii parameciilor si descompunerea acestora. In conformitate cu metodica aplicata
micromicetele puternic toxice provoacd moartea parameciilor Tn primele 3 minute de contact,
cele toxice - peste 8-20 de minute, slab toxice - peste 1-3 ore, foarte slab toxice - peste 16-24 ore
si netoxice nu provoaca moartea paramecilor timp de 24-48 ore.

Lichidul cultural al tulpinii A. niger CNMN FD 06 a fost testat in dinamica timp de 5 zile
urmarindu-se viabilitatea parameciilor, care continuau sa se miste liniar peste 3 ore de

interactiune, ceea ce a permis calificarea micromicetei ca fiind ,,foarte slab toxic” [43, 89].

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

Biosinteza enzimelor este influentatd de starea fiziologicd a microorganismului -
producator si de un sir de factori fizici si chimici de cultivare ca: pH, temperatura, durata
cultivarii fiind esentiali pentru biosinteza si acumularea in cantititi maxime ale enzimelor [1, 9,
14, 37, 39, 49, 51, 56, 68, 86, 141]. Acesti factori determina viteza de dezvoltare si multiplicare a
microorganismului, de formare si inactivare a enzimei, rata disocierii culturii, conducand la
modificarea activitaii de biosinteza a tulpinilor producatori [97].

Tulpina fungica A. niger CNMN FD 06 fiind mezofila, pe mediul Czapek agarizat, creste
in limitele +5°C - +38°C, manifestand o crestere intensd la temperatura optima de +28°C -
+30°C. In procesul fiziologic si de biosinteza asimileaza bine azotul amoniacal, nitratii si nitritii.

Pentru a determina temperatura optima de cultivare, care favorizeaza sinteza maximala a
amilazelor extracelulare, a fost intreprinsd cultivarea tulpinii in trei regimuri de tempratura
(20°C, 30°C si 40°C). Cultivarea tulpinii a fost efectuatd pe mediul nr.8. Activitatea amilazelor a
fost determinata in conditii ale pH-ului standard (pH 4,7) si conditii acide (pH 2,5) [75].

n Fig.3.7. este prezentata dinamica biosintezei amilazelor extracelulare a tulpinii A.niger

CNMN FD 06 la cultivarea submersi si la valorile temperaturii de 20°C in decurs de 2-9 zile.
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Fig. 3.7. Biosinteza amilazelor extracelulare la tulpina A. niger CNMN FD 06 la 20°C

S-a stabilit ci, la temperaturi mai scazute (20°C) procesele de biosinteza sunt lente. Prima
manifestare a activitatii amilazelor se inregistreaza in a sasea zi de cultivare. Se urmaresc doua
maxime de activitate in ziua a 7- a si a 9-ua de cultivare, activitatea constituind respectiv 63,66
U/mL si 91,26 U/mL determinata in conditii standard la pH 4,7 si 75,28 U/mL s1 110,15 U/mL in
conditii acide la pH 2,5 [75].

Totodata din rezultatele obtinute se poate remarca, cd n procesul de cultivare submersa
pH-ul lichidului cultural deviaza de la valoarea initiala 5, osciland in limitele 3,62-6,52 pe
parcursul cultivarii microorganismului. In acest interval pe curba se inregistreaza doud maxime
de aciditate: in ziua a 3-ea si a 6-7-a, mai evidentiat limitate fiind la temperatura 30°C (Fig. 3.8.)
si 40°C (Fig. 3.9).

Rezultatele expuse in Fig. 3.8. prezintd o intensificare a procesului de biosinteza, care se
remarca 1n cea de-a 3-ea zi de cultivare cu valori ale activitatii amilolitice cuprinse intre 32,55
U/mL la pH 4,7 si respectiv 55,80 U/mL in conditii extrem acide la pH 2,5. Valori comparative
de 34,6 U/mL si corespunzator 49,13 U/mL, la cultivarea micromicetei la 20°C, erau atinse abia
n ziua a 6-a.

Mirirea temperaturii de crestere cu 10°C (de la 20°C la 30°C) indici maxime mai
pronuntate de activitate, incepand cu ziua a 4-a de cultivare, valorile maximale fiind atinse in
ziua a 6-ea de cultivare - 97,0 U/mL pentru amilazele acid-labile (pH 4,7) si 114,5 U/mL pentru
amilazele acid-stabile (pH 2,5).
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Fig. 3.8. Biosinteza amilazelor extracelulare la tulpina A. niger CNMN FD 06 la 30°C
Marirea temperaturii pana la 40°C (Fig. 3.9) provoaca scaderea considerabila a activitatii
amilazelor, Tnregistrand in ziua a 6-a si 41,3 U/mL - la pH 4,7 si 62,34 U/mL la pH 2,5,
corespunzator. La aceastd valoare de temperatura se remarca intensificarea procesului de

biosinteza, primul maxim revenind zilelor a 2-a si a 3-ea de cultivare.
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Fig. 3.9. Biosinteza amilazelor extracelulare la tulpina A. niger CNMN FD 06 la 40°C

Rezultatul confirma faptul, ca tulpina in procesul activitatii vitale regleaza aciditatea
mediului, insusire marcata la micromicete si de alti cercetatori [17, 37, 161].
Paralel au fost efectuate vizualizari microscopice a tulpini A. niger CNMN FD 06 pe

durata cultivarii. Rezultatele obtinute atestd faptul cd, in perioada de cultivare 3-5 zile

75



producdtorii se afla in faza stationard de dezvoltare. Anume acestei perioade 1i revin primele
maxime de biosintezd a amilazelor. Aparitia celui de-al doilea nivel maxim de sinteza coincide
cu initierea proceselor de liza a celulelor. Prin urmare acumularea suplimentara a amilazelor se
datoreaza trecerii in lichidul cultural al amilazelor fixate dur pe celuld, in urma distrugerii

structurilor celulare si trecerea in lichidul de culturd a enzimelor intracelulare [177, 187].

Concluzii la capitolul 3
1. Carezultat al cercetarilor de triere au fost selectate si incluse in colectia laboratorului

Enzimologie ca perspectivi producatori de amilaze exocelulare cu capacitate Tnaltd si stabild de
biosinteza a amilazelor exocelulare 6 tulpini de micromicete, 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. Au fost studiate particularitatile morfo-culturale ale tulpinii A. niger CNMN FD 06 la
cultivarea pe diferite medii nutritive agarizate: Reistrick, Czapek, malt-agar, malt-agar-amidon de
1%. S-a constatat ca mediul optim pentru cresterea si sporularea culturii in studiu este mediul
Czapek agarizat, pe care tulpina formeaza colonii limitate cu dimensiuni de 12,0-27,0 mm;

3. S-a stabilit ca, urmare a variabilitatii naturale cea mai productiva din punct de vedere
al sintezei enzimelor amilolitice este varianta A, care, in conditii standard de hidroliza
enzimatica (pH 4,7), prezintd un spor de 114,23% fatd de martor, iar in conditii mai acide de
hidroliza (pH 2,5) manifesta o crestere de 197,42%, find izolata prin pasaje repetate si utilizata in
cercetarile ulterioare;

4. Testarea comparativa a noua medii nutritive, recomandate din literatura de specialitate,
ca efective pentru obtinerea amilazelor exocelulare a demonstrat ca, pentru tulpina A. niger
CNMN FD 06 sunt favorabile 3 medii de cultura pe care tulpina a manifestat activitate inalta (nr.
1- 88,30 U/mL., nr. 4 -77,60 U/mL si nr. 8 - 143,40 U/mL);

5. A fost determinata toxicitatea primara a tulpinii A. niger CNMN FD 06 prin
interactiunea, timp de 5 zile, a lichidului cultural cu cultura de parameciu (Paramaecium
caudatum), urmarindu-se viabilitatea parameciilor, care continuau sa se miste liniar peste 3 ore
de interactiune, ceea ce a permis calificarea micromicetei ca fiind ,,foarte slab toxica”.

Problema stiintifica solutionata in acest capitol constituie stabilirea perspectivei de
valorificare a capacitatilor de biosinteza a tulpinilor fungice ca surse de amilaze, cu proprietati

acestora in diferite ramuri ale economiei circulare.
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4. AMELIORAREA POTENTIALULUI DE BIOSINTEZA A
COMPLEXULUI AMILOLITIC DE CATRE TULPINA DE FUNGI
A. NIGER CNMN FD 06

Multiplele implicdri practice ale enzimelor hidrolitice microbiene (pectinazelor,
amilazelor, celulazelor, proteazelor, lipazelor) in diferite sfere economice si sociale determina
necesitatea evidentierii de noi solutii avansate si elaborarii unor procedee moderne de sporire si
stabilizare a capacitatii biosintetice a microorganismelor producatori [1, 95, 97, 103, 116, 139,
148, 156, 166, 195, 215].

In tendinta contemporani de lirgire continui a arealului de aplicare a enzimelor,
pastrarea si cresterea productivitatii de metaboliti secundari, studiul mecanismelor de dirijare si
orientare a sintezei microbiene sunt probleme actuale la nivel mondial.

Evidentierea unor strategii noi, efective in manipularea cu obiectele biologice cu rezultate
valoroase pentru diverse ramuri ale industriei, medicind, protectia mediului ambiant, prezintad o
prioritate in cercetarile moderne.

O componentd importantd a investigatiilor in aceastd directie prezintd studiul actiunilor

electrofizice asupra microorganismelor implicate in producerea de substante biologic active.

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

Rezultatele unui sir de cercetatori [24, 54, 87, 91, 145] confirma faptul ca iradierea cu
unde milimetrice a culturilor de microorganisme eucariote intensifica cresterea celulelor,
micsoreaza lag-faza, stimuleazd sinteza enzimelor amilolitice, proteolitice si celulozolitice.
Autorii Tambiev A., (2002) [91], Clapco S., (2006) [9], Ciloci A. si col. (2014) [129] sustin ca
iradierea obiectelor biologice cu unde milimetrice nu provoaca denaturarea celulelor, dar, in
conditii determinate de actiune, pot influenta metabolismul celulei microbiene, inclusiv si sinteza
compusilor biologic activi.

Date privind posibilitatea utilizarii in acest scop a radiatiei milimetrice de intensitate
joasa sunt prezentate de Rebrova T., (1992) [87], Betskii si col. (2004) [54], Clapco S., (2006)
[9], Ciloci A si col. [129,130]. Evaluarea efectului influentei radiatiei cu intensitate mica asupra
indicilor biologici a tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06 a prezentat o etapa noud in
cercetarile de dirijjare a proceselor de ontogeneza la tulpina fungica in studiu cu scopul

modificarii metabolismului si intensificarii biosintezei compusilor biologic activi.
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Existd un sir de publicatii in care se mentioneaza influenta beneficd a radiatiilor
milimetrice asupra activitatii enzimatice a micromicetelor [9, 41, 87, 93, 145].

Efectele determinate de actiunea radiatiilor milimetrice de intensitate joasa argumenteaza
oportunitatea utilizarii lor in calitate de stimulatori si reglatori ai procesului de sinteza a
enzimelor la micromicete. Unii dintre principalii parametri ce influenteaza efectul determinat de
actiunea undelor milimetrice de intensitate joasa sunt frecventa, durata si regimul de emitere a
undelor (periodic, continuu), faza de dezvoltare a obiectului biologic [24, 54]. Influenta benefica
a UMM de intensitate mica a fost expusa de Tambiev A.H. si coautorii (2002) [91], care sustin
ca in urma actiunii undelor milimetrice are loc modificarea functiei de transport a membranelor
celulare ceea ce asigura majorarea permiabilitatii membranelor pentru ioni si molecule ca
rezultat 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 [211].

La etapa initiald a fost investigatd influenta duratei de tratare cu UMM de intensitate
joasd, atat in regim periodic, cat si continuu asupra activitatii amilolitice a tulpinii A.niger
CNMN FD 06. Din literatura este cunoscut ca efectul biologic survine, de obicei, Tn urma unei
iradieri a organismelor timp de 15-60 min. [54, 87]. Totodata prezinta interes lungimea de unda,
iar rezultatele cercetarilor Clapco S., (2006) [9], Stratan M., (2011) [41], atesta faptul ca cel mai
efectiv este utilizarea UMM cu lungimea de unda de 5,6 mm 1n diferite regimuri de tratare.

Astfel, Tn variantele experimentale in calitate de material de inoculare au servit
suspensiile de spori ale culturii Tn studiu de 12-14 zile, crescute in tuburi de sticla pe medii
agarizate inclinate, supuse tratarii cu UMM (A=5,6 (53,8 GHz) in regim periodic si continuu.
Durata tratarii a constituit 5, 15, 25, 45, 60 si 75 min. Martor au servit suspensiile de spori, ne
supuse iradierii cu UMM. Rezultatele cercetarilor sunt prezentate in Tab. 4.1.

Tabelul 4.1. Influenta duratei de actiune a UMM, in regim periodic, asupra activitatii

amilolitice la tulpina A. niger CNMN FD 06

Activitatea amilolitica, U/mL
Durata tratarii
cu UMM, min. Amilaze acid-labile, %, fata de Amilaze acid-stabile, | %, fata de
(pH 4,7) control (pH 2,5) control
5 167,39+£1,12 118,02 211,57+1.31 90,09
15 169,58+1,54 119,57 226,10+1.09 96,29
25 163,04+1,78 114,95 234,82+0,41 100,0
45 173,80+1,55 122,54 229,01+0,18 97,53
60 182,52+1,79 128,69 243,53+1,29 103,71
75 188,33+2,01 132,78 231,91+2,17 98,76
Martor 141,83+1,17 100,0 234,82+1,26 100,0
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Datele prezentate demonstreaza ca actiunea UMM influenteaza activitatea de biosinteza a
complexului amilolitic de catre tulpina in studiu, astfel la hidroliza substratului in conditii
standard (pH 4,7), valoarea maximald marcandu-se la durata de actiune de 60-75 de minute si
constituind 182,52 - 188,33 U/mL. Pentru amilazele acid-stabile indicii de activitate obtinuti sunt
la nivelul martorului, iar marirea ulterioara a duratei de actiune a provocat micsorarea activitagii
enzimatice.

Cercetarile de evaluare a influentei UMM de intensitate joasd cu diferite caracteristici
asupra tulpinii in studiu au urmarit atat efectul general al UMM asupra sistemului enzimatic
amilolitic sintetizat de producent, cat si efectul asupra Insusirii de stabilitate a enzimelor.

Rezultatele obtinute marcheaza sporirea activitatii amilazelor fata de martor(ziua a 6-a de
cultivare) in toate variantele experimentului de 13,0-65,01%, marimea efectului variind in
functie de durata tratarii si regimul de emitere. Rezultate remarcabile au fost inregistrate in
variantele de emitere de impulsuri cu frecventa de 16Hz, durata tratarii de 15-20 de minute (cu
un spor de 145,53 - 159,01%), precum si in regim continuu, respectiv la durata de tratare de 20-
30 de minute (cu un spor de -160,71 - 165,59%).

Rezultatele cercetarilor de determinare a efectului produs de UMM asupra activitatii

enzimatice a culturii n functie de durata tratarii si regimul de emitere sunt prezentate in Tab. 4.2.

Tabelul 4.2. Modificarea activititii 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 a5-eazi a6-azi a7-azi
(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+0,02 124,52 | 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
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Dozarea activitatii amilazelor in conditii standard de hidroliza (pH 4,7) si in conditii de
aciditate sportita (pH 2,5) atesta ca UMM nu modifica insusirea de acid-stabilitate prin care se
distinge tulpina A niger CNMN FD 06 (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Influenta UMM de intensitate joasa asupra acidstabilitatii 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

Astfel, 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. Similar se urmareste in varianta de emitere a UMM
n regim continuu — activitatea amilazelor la pH 4,7 a fost de 211,69 - 267,70 U/mL, comparativ
cu 189,59-243,53 U/mL la pH de 2,5.

Astfel remarcam ca, mai eficientd a fost tratarea micromicetei in studiu cu UMM cu
lungimea de unda de 7,1 mm, rezultate superioare fiind obtinute la regimul continuu de emitere
si durata de influentd de 20 de minute. In baza studiilor realizate pentru evaluarea efectului
undelor milimetrice de intensitate mica asupra activitatii biosintetice a tulpinii de fungi A. niger
CNMN FD 06 a fost elaborata ,,Schema de realizare a procedeului de sinteza orientatd a

enzimelor amilolitice exocelulare” prezentatd mai jos (Fig. 4.1.).
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Pregatirea inoculumului gsuspensie de spori cu ( x

Pregatirea si densitatea 10° spori/ml)
ste(rjl_lllza_reda Tratarea inoculului cu UMM (A=7.1 mm), timp de Cultivarea
mediului de 15-20 min. micromicetei
cu_l(tjura: (g) 3 la temperatura
amidon - 0,3; - : de 28-30°C, in
. ; ; Regim continuu '
faina d? t:asole Regim fractionar g conditii de
- 9,9; tarate (-16 — — agitare
grau - 18,0; continua 180-
KH,PO,- 2,0; 240 rot/min, In
y KS%I -7O|_,|5 O retorte cu
050, /150 - volumul de
0,5. Apa Separarea lichidului cultural (LC) de biomasa 750 ml cu 200
potabila pana prin filtrare. ml de mediu
la un _| |_U’U. pH- Dozarea activitatii amilolitice in lichidul nutritiv timp
ul initial - 5,0 cutural de 6 zile.
Dozarea activitatii Dozgrea aCtiViFéﬁi
pH 4,7 amilazelor acid- amilazelor acid-
labile. U/mL stabile, U/mL pH 2,5

Fig. 4.1. Schema de realizare a procedeului de sinteza orientata pentru evaluarea efectului

UMM de intensitate mica asupra activitatii biosintetice a tulpinii in studiu

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

Biosinteza enzimelor de catre microorganisme poate fi reglata si orientatd prin selectarea
conditiilor favorabile de cultivare, optimizarea compozifiei mediului nutritiv, iar intensificarea
unor procese metabolice poate fi realizatd prin introducerea in mediul de cultivare a
biostimulatorilor [2, 4, 7, 11]. Insusiri de biostimulatori pentru celula vie manifestd un sir de
preparate si substante de provenientd biologicad si chimicd. De perspectiva, in acest scop, este
utilizarea compusilor coordinativi in care in calitate de generatori de complecsi sunt atomii
biometalelor (Co, Cu, Zn, Ni, Fe, Mn, Mo etc.) [2, 16, 18, 35, 117, 126, 144, 219].

Datele prezentate in literaturd au demonstrat cad un rol important in sinteza orientatd a
substantelor bioactive, inclusiv si a enzimelor, de catre microorganisme au compusii
coordinativi, alte substante cu compozitie complexd, care includ in componenta lor ioni ai
metalelor.

Stabilirea influentei compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie asupra capacitatii
biosintetice a tulpinilor de fungi microscopici producatori de enzime amilolitice a constituit

urmatorul obiectiv al cercetarilor asupra tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06.
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Cultivarea tulpinii fungice s-a efectuat pe mediul de cultura nr.8, compozitia caruia a fost
selectata anterior ca optimala pentru tulpina in studiu. A fost studiata influenta a 32 de compusi
coordinativi ai metalelor asupra capacitatii biosintetice a tulpinii in studiu. S-au testat compusii
coordinativi la aplicarea in trei concentratii: 1,0 mg/L; 5,0 mg/L si 10,0 mg/L.

In lichidul cultural obtinut la cultivarea microorganismelor in lipsa compusilor
coordinativi (control) si in prezenta compusilor coordinativi (experiment) a fost determinata
activitatea amiloliticd prin metoda colorimetricd cu iod, utilizand ca substrat solutia de 1% de

amidon solubil [65, 67].

4.2.1. Influenta compusilor coordinativi ai Zn (II), Cu (II), Co (II) si Cr (II) asupra
potentialului de biosintezd a tulpinii A. niger CNMN FD 06
Cercetdrile privind influenta compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie asupra

microorganismelor insistent demonstreaza posibilitatea optimizarii §i  regldrii  sintezei
metabolitilor microbieni inclusiv la micromicete [34, 69, 117, 124, 126].

Interesul sporit fatd de metalocomplexe este conditionat de faptul ca in compozitia lor
persistd atomii de metal Co, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Mo s.a, majoritatea din ele prezentand
microelemente. Ordinar, microelementele intrd Tn componenta celulelor in cantitdti extrem de
mici, necesare pentru indeplinirea unor activitati functionale determinate [23].

In acest aspect multi autori marcheazi in cercetiri perspectiva utilizarii compusilor
coordinativi, inclusiv ai metalelor 3d, in care in calitate de generatori de complecsi sunt atomii
metalelor de tranzitie, Tn cea mai mare parte cu rol de microelemente Co, Cu, Zn, Fe, Ni, Mn,
Mo, s.a. [2, 7-9, 11, 16, 32, 34, 41, 47, 72, 126, 144, 179].

Testarea actiunii compusilor coordinativi ai Zn (II), Cu (II), Co (II) si Cr (II) asupra
sintezei complexului de enzime amilolitice de catre tulpina A. niger CNMN FD 06 s-a efectuat
prin cultivarea tulpinii pe mediul de nutritie optimal selectat (nr. 8) cu inocularea compusilor
coordinativi Tn concentratii de 1,0 mg/L; 5,0 mg/L si 10,0 mg/L. Martor a servit tulpina cultivata
in lipsa compusilor coordinativi.

Influenta compusilor coordinativi ai Zn (II) asupra biosintezei complexului amilolitic
de catre tulpina A. niger CNMN FD 06

In literaturd exista multe date privind rolul ionilor de Zn®** in metabolizmul
microorganismelor. Prezenta sau insuficienta zincului influenteaza multe caracteristici ale celulei
microbiene, inclusiv la nivelul ADN sau/si ARN, sinteza proteinelor, glucidelor, metabolismul

fosfatilor. Importanta Zn®* se determind, probabil, de faptul ci el intrd in componenta multor
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metaloenzime - oxidoreductazelor, transferazelor, hidrolazelor s.a., pe larg raspandite la
microorganisme.

Reesind din cele relatate mai sus, prima parte a cercetarilor s-a axat pe studierea
influentei asupra biosintezei enzimelor amilolitice la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06 a
unei grupe de compusi coordinativi in care atomul generator de complecsi este ionul de zinc - Zn
(1), iar in calitate de liganzi sunt aminoacizii in diferite forme optice.

La studierea actiunii compusilor coordinativi ai zincului asupra activitatii amilolitice a
micromicetei A.niger CNMN FD 06 (Tab. 4.4) efect stimulator semnificativ nu a fost inregistrat,
n unele cazuri s-a constatat un efect inhibitor puternic. Astfel, la folosirea complexului L-Serinat

Zn (IT) In concentratie de 5Smg/L diminuarea activitatii amilazelor a constituit 86,07%.

Tabelul 4.4. Influenta compusilor coordinativi ai Zn (IT)-ului cu aminoacizi asupra

biosintezei amilazelor de catre tulpina fungica A. niger CNMN FD 06

Activitatea amilolitica, % fata de control

Compusii coordinativi ai Zn(11)-ului cu Concentratia compusilor coordinativi, mg/L
aminoacizi

1 5 10
1. DL Serinat Zn (I1) 99,57 87,03 90,57
2. L Serinat Zn (II) 79,95 13,93 90,57
3. L Serinat Zn (1) 70,52 90,52 97,64
4. DL Alaninat Zn (I1) 95,29 100,0 59,91
5. L Alaninat Zn (I1) 95,29 95,29 89,67
6. D Alaninat Zn (I1) 82,32 87,03 82,32
7. DL Alaninat DL Serinat Zn(ll) 77,18 84,44 67,01
8. Glicinat DL Serinat Zn (l1) 92,45 101,16 108,50
9. Glicinat D Serinat Zn (I1) 110,94 104,86 103,81
10. Glicinat L Serinat Zn (I1) 84,10 98,05 84,52
11. Zn (PC)2x4H20 96,46 100,0 101,17

Rezultatele prezentate in tabelul de mai sus demonstreaza ca compusii coordinativi ai Zn
(1) au, in mare parte, actiune inhibitorie asupra biosintezei amilazelor la tulpina de micromicete
A. niger CNMN FD 06, doar Glicinat D Serinat Zn (Il), in concentratie de 1 mg/L, mentine
activitatea amilolitica la concentratia de 1ml (10,94 % fatd de control), cu mérirea concentratiei
pana la 10 mg/L activitatea se diminueaza cu 7,13%.

Apreciind influenta compusilor coordinativi cu atomul de Zn in calitate de ion
coordinator putem deduce oportunitatea de utilizare a acestora in calitate de reglatori ali

biosintezei hidrolazelor de catre fungi.
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Efectul inhibitor de influentd a compusilor coordinativi ai Zn (Il) prezinta o directie de
perspectiva de utilizare a preparatelor enzimatice microbiene cu compozitie programata, in

functie de particularitdtile procesului tehnologic.

Influenta compusilor coordinativi ai Cu (II) asupra biosintezei complexului amilolitic
de catre tulpina A. niger CNMN FD 06

Esentiali pentru activitatea vitala a celulei sunt ionii de Cu?* - implicati in procesele de
transport al electronilor. lonii de cupru intra in componenta nitritreductazei,
superoxiddismutazei, tirozinazei, citocromoxidazei, succinildehidrogenazei si stimuleaza
procesele de respiratie, fotosinteza, metabolismul hidratilor de carbon, metabolismul compusilor
fenolici, biosinteza lipidelor [8, 16, 35, 117]. Cuprul ca si fierul faciliteaza transportul oxigenului
molecular, stimuleaza activitatea sistemelor enzimatice, este un catalizator puternic al proceselor
de oxidare intracelulard. Ionii de Cu®" intrd in compozitia multor enzime (nitritreductaza,
superoxid dismutaza, tirozinaza, y - glutamiltransferaza, citocromoxidaza, succinat
dehidrogenaza, uriaza, s.a.). Prezenta ionilor de Cu?* actioneaza ca stimulator asupra procesului
de respiratie si fotosinteza, metabolizarea glucidelor, biosinteza lipidelor. In prezenta compusilor
coordinativi, semnificativ, se reduce toxicitatea acestui element, sporeste activitatea biologica
[35].

Rezultatele analogice utilizarii compusilor coordinativi ai zincului s-au obtinut si la
includerea in mediul nutritiv a compusilor coordinativi, ce contin in calitate de ion coordonator

atomul de Cu®* cu acetil acetat si picolinati in calitate de liganzi (Tab. 4.5).

Tabelul 4.5. Influenta compusilor coordinativi ai Cu (II)-ului asupra activitatii

enzimatice a tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06

Activitatea amiliolitica, % fata de control
Compusii coordinativi ai Cu (11)-ului,

(CC) Concentratia compusilor coordinativi, mg/L

1 5 10
Cu (ac.ac)2x2aPC 81,54 53,94 81,54
Cu (ac.ac)2x2pPC 85,90 114,10 71,37
Cu (TTA)2x20PC 81,54 90,54 71,37
Cu (ac.ac)2 85,90 75,73 84,44
Cu (PC)2xH20 0,00 0,00 0,00

Biosinteza amilazelor de catre tulpina A. niger CNMN FD 06 a fost inhibata si in acest

caz de compusii coordinativi ai cuprului. Efectul inhibitor a constituit de la 14,10 % pana la

46,06 %.
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Influenta compusilor coordinativi ai Co(Il) si Cr (Il) asupra biosintezei complexului
amilolitic de catre tulpina A niger CNMN FD 06

Tn continuare s-a studiat influenta asupra biosintezei amilazelor extracelulare de citre
tulpina in studiu a unui grup de compusi coordinativi cu liganzi similari, care in calitate de
generatori de complecsi, contin atomii de cobalt si crom (Tab. 4.6).

Tabelul 4.6. Influenta compusilor coordinativi ai Co (II)-ului si Cr (II)-ului, in concentratie
de 1mg/L, asupra activitatii enzimatice a tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06

Compusii coordinativi ai Co (II)-ului si Activitatea amiliolitica, % fata de control

Cr (ID-ului, (CC) 1 5 10
Co (PC),x4H,0 87,03+0,17 90,57+0,02 90,57+0,16
Co (PC)sxH,0 77,60£0,22 29,26+0,02 25,72+0,11
Co (benzoat), 74,06£0,02 90,57+0,01 96,46+0,01
Co (ac.ac)s 21,00£0,03 87,03+0,03 96,75+0,02
Cr (PC), 102,80+0,03 90,57+0,01 64,33+0,01

Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza manifestari similare ca si in cazul comusilor
complecsi ai Zn (II)-ului si Cu (II)-ului. Influenta compusilor complecsi ai cobaltului si cromului
asupra biosintezei amilazelor de catre micromiceta A. niger CNMN FD 06 a fost inhibitoare,
diminuarea activitatii amilolitice constituind 74,28% pentru Co (PC)3xH,0 si 9, 43% pentru Co
(PC)x4H,0. Aplicarea compusului coordinativ al Cr (PC),, in concentratie de 1 mg/L,
demonstreaza activitate amilolitica la nivelul probei control (2,80 %).

De remarcat cd, interes biotehnologic prezinta compusii coordinativi ai Co (III) cu diferiti
liganzi oximici in combinare cu tiocarbamida si anilina si anioni de fluor in partea externa. Din
compusii complexi cercetati au fost evidentiati metalocomplecsi care influenteaza pozitiv
activitatea amilolitica a tulpinii in studiu.

Alt grup de complecsi coordinativi testati au fost cei ai Co (III) si anume a dioximatilor
cobaltului cu fluor. Pentru inceput au fost testati doi compusi:
[Co(DH),(Thio),]3F[SiFs]x1,5H,0 si [Co(DH),(Thio),]2[SiFs]x3H,0. Rezultatele testarii sunt
prezentate in Tab. 4.7.

Astfel, prezenta in mediul de cultivare a compusilor coordinativi ai Co in concentratie de
la 1 mg/L, Smg/L si 10 mg/L au asigurat sporirea activititii amilazelor In toate concentratiile
testate, In limitile de 51,99-57,80 U/mL. S-a stabilit cd efectul de stimulare a biosintezei creste,
odatd cu sporirea concentratiei compusilor in mediul de cultivare de la 1 mg/L la 10 mg/L.
Optimald a fost determinatd concentratia de 10 mg/L pentru ambii compusi coordinativi

complecsi. Pentru compusul [Co(DH),(Thio);]3F[SiFg]x1,5H,0 (I) si 52,13 la aplicarea
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concentratiei de 10 mg/L s-a remarcat o activitate de 56,69 U/mL, cu 26,25% mai mult decat in
proba control (44,90 U/mL).

Tabelul 4.7. Influenta dioximatilor Co (III)-ului cu F (I) asupra activitatii
enzimatice a micromicetei in studiu

Compusii coordinativi, dioximatii | Concentratia Activitatea. %, fata
Co (1-ului cu F (1) (CC) (CO), amilolitica, U/mL de control
(mg/L)
1 51,99+0,01 115,79
[Co(DH),(Thio),]3F[SiFe] 1,5H,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] 3H,0 (1) 5 53,71+0,02 119,62
10 56,69+0,06 126,25
Control 0 44,90+0,02 100

Marirea concentratiei pand la 10 mg/L influenteaza activitatea enzimatica, remarcdm ca,
la utilizarea concentratiei compusilor coordinativi de 10 mg/L activitatea amilazelor constituie
57,80 U/mL pentru complexul (1) - ([Co(DH).(Thio),]3F [SiFs]x1,5H,0 si 56,69 U/mL pentru
complexul (1) - [Co(DH)2(Thio);]2[SiFs]x3H20. Astfel, analiza rezultatelor dovedeste ca,
complecsii testati pot servi ca biostimulatori ai sintezei amilazelor exocelulare de catre tulpina in
studiu.

Efectul exercitat de compusii coordinativi testati asupra biosintezei amilazelor de catre
tulpina A. niger CNMN FD 06 a fost biostimulator, sporul activitatii amiliolitice constituind
15,81-28,75 % (115,79-128,73%) si 16,10-12,62% (116,10-126,25%) fata de control la utilizarea
complexului (I) si (IT) respectiv.

Ambii compusi coordinativi, in egala masurd, influenteaza activitatea enzimatica, fapt
care poate fi atribuit structurii lor similare.

Rezultatele obtinute au servit drept temei pentru continuarea cercetarilor in vederea
determinarii influentei compusilor complecsi care contin fluor. Astfel cum ambii compusi testati
au partile interne identice, prezintd interes testarea compusilor coordinativi ai Co cu diferita
compozitie a sferei externe: complexul (III) - [Co(DH),(Thio),]F 3H,O(I1I), complexul (IV) -
[Co(DH),(Thio)2]BF,4 3H,0 si complexul (V) - [Co(DH)2(Py)2]BF4xH.0.

Rezultatele obtinute atestd o influentd mai superioara a compusilor coordinativi noi (III),
(IV) si (V) asupra biosintezei amilazelor de catre A. niger CNMN FD 06 in comparatie cu
compusii (I) si (IT) (Tab. 4.8).
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Tabelul 4.8. Influenta compusilor coordinativi ai Co (III) cu liganzi oxichimici cu
compozitie diferita asupra activitatii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06

Compusii Concentratia (CC), Activitatea %, fata
coordinativi ai Co (111), (CC) mg/L amilolitica, U/mL de control
1 60,1+0,01 133,85
[Co(DH),(Thio),]F 3H,0 (11I) 5 61,5+0,02 136,97
10 62,3+0,07 138,75
1 61,6+0,02 137,19
[Co(DH),(Thio),]BF43H,0 (V) 5 63,6+0,03 141,65
10 58,7+0,15 130,73
1 63,0+0,18 140,31
[Co(DH),(Py),]1BF4+H,0 (V) 5 60,1+0,07 133,85
10 63,0£0,04 140,31
Control 0 44,9+0,02 100

Sporirea activitatii amilolitice in mediul de cultura constituie 30,73-41,65 % (130,73-
141,65%) fata de control. Putem observa ca, marirea concentratiei compusilor coordinativi in
mediul de culturd de la 1 la 10 mg/L nu este un criteriu stabil de influenta asupra activitatii
amilolitice, dar se manifesta diferit in functie de compusul coordinativ testat. Astfel, pentru
[Co(DH),(Thio),]F 3H,0 (III) devierea concentratiilor nu are, practic, nici o influentd asupra
valorilor activitatii amilolitice, pe cand la [Co(DH),(Thio);]BF4 3H,O (IV) optimala este
aditionarea a Smg/L, fiind marcata valoarea maximala (140,31%), iar Tn cazul compusului
[Co(DH)2(Py)2]BF4H20 (V) optimala este concentratia de 1mg/L.

Desi compusii complecsi coordinativi din ambele grupe testate contin in calitate de atom
de coordonare ionul de Co (III), actiunea lor asupra biosintezei amilazelor variaza de la un grup
la altul, fapt ce ne permite sd concluzionam ca, influenta stimulatoare poate fi asigurata de
structura si compozitia compusului, iar liganzii, care inconjoard atomii de metal, de asemenea
influenteaza biosinteza enzimelor amilolitice.

Tn concluzie, putem mentiona ci dioximatii Co (III) cu fluor pot servi in calitate de
stimulatori ai biosintezei fermentilor hidrolitici ai micromicetelor din genurile Aspergillus,
gradul influentei compusilor coordinativi asupra activitatii enzimatice a micromicetei depinde de
compozitia si structura complexului coordinativ si de concentratia administrata.

Testarea influentei diferitor compusi coordinativi asupra activitatii amilolitice a tulpini in
studiu a permis evidentierea compusilor de Co(IIl) in baza de liganzi oximici ce Stimuleaza
amilogeneza. In special, sinteza enzimelor si activitatea amilolitica a fost stimulati de compusul

coordinativ (IV) - [Co(DH)x(Thio),]BF;3H.0, in concentratie de 5mg/L.
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Tn continuare tulpina in studiu a fost crescuti pe mediu de nutritie nr.8, in variantele
experimentale mediul de bazd (control) a fost suplimentat cu compusul coordinativ
[Co(DH)y(Thio),]BF, 3H,0 (IV), in concentratie de 5 mg/L, stabilitd ca optimala. Monitorizarea
activitatii amilazelor s-a realizat in dinamica (durata cultivarii -7 zile), perioada in care tulpina
manifestd maxima de biosinteza a enzimelor.

In variantele experimentale, cultivate in prezenta compusului coordinativ, maxima
biosintezei amilazelor s-a manifestat in ziua a 5-ea de cultivare si a constituit 224,22 U/mL
amilaze acid-labile si149,95 U/mL amilaze acid-stabile (Tab. 4.9.).

Tabelul 4.9. Influenta compusului coordinativ [Co (DH),:(Thio),] BF43 H,O

asupra duratei de cultivare a micromicetei A. niger CNMN FD 06

Durata PH-ul Activitatea amilolitica Activitatea amilolitica
cultivrii, zile | mediului (pH 4.7), UimL_ (pH 2.9), U/mL_
control experlment control experlment
1 4,8 3,65 +0,01 5,99+0,16 5,61+0,11 6,63+0,01
2 3,85 3,91+0,04 5,78+0,01 5,10+0,01 6,12+0,18
3 5,45 40,33+0,12 54,60+0,21 20,33+0,02 51,70+0,03
4 5,9 52,08+0,01 120,69+0,01 26,60+0,17 96,69+0,03
5 7,0 80,79+0,02 224,22+0,01 68,02+0,08 149,95+0,15
6 7,2 101,42+0,01 138,69+0,17 79,63+0,02 114,83+0,01
7 75 54,90+0,21 10,20+0,04 60,15+0,11 4,08+0,02

Maxima activitatii ambelor tipuri de amilaze (acid-labile si acid-stabile) in varianta
martor s-a manifestat in ziua a 6-a de cultivare si a constituit 101,42 U/mL si 79,63 U/mL,
respectiv, pentru amilaze acid-labile si amilazele acid-stabile. Astfel, utilizarea compusului
coordinativ [Co (DH),:(Thio),] BF4-3H,0 modifica durata de cultivare a micromicetei, reducand
ciclul tehnologic cu 24 h fata de control.

Dupa cum s-a constatat in cercetdrile anterioare efectul exercitat de compusii complecsi
testati asupra activitatii enzimatice a micromicetei A. niger CNMN FD 06 este in functie de
concentratia aplicatd. Reiesind din aceasta au fost realizate testdri repetate, fiind extins
diapazonul de concentratii, cuprinse in valori de 1,0; 5,0; 10,0 si 40,0 mg/L, utilizate la
aditionarea complexului [Co (DH),-(Thio),] BF4-3H,0 pentru a concretiza concentratia optima
(Fig 4.2).
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Fig. 4.2. Influenta compusului coordinativ [Co (DH),:(Thio),] BF4-3H,0, in diferite

concentratii, asupra activititii amilolitice a tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06

De remarcat ca datele din literaturd indica cd, concentratia compusilor complecsi ar putea
avea efect fungicid asupra a microorganismelor [133, 39].

Totodata  conform  datelor expuse mai  sus, utilizarea  compusului
Co(DH):(Thio),;]BF4-3H,0, pentru obtinerea unui preparat enzimatic cu continut inalt de
amilaze acid-labile, optimald este concentratia de 1,0 mg/L si 5,0 mg/L, care, in conditiile
experimentului, a asigurat activitatea superioara a amilazelor acid-labile 153,16 - 158,09 U/mL.
Activitatea superioard a amilazelor acid stabile (pH 2,5) 118,08 - 131,27 U/mL, corespunzitor,
se asigura de concentratii mai inalte de compus 10,0 - 40,0 mg/L.

In concluzie putem mentiona: dioximatii Co (I1) cu fluor pot servi in calitate de
stimulatori ai biosintezei fermentilor hidrolitici ai micromicetelor din genurile Aspergillus,
gradul de influentd a compusilor coordinativi asupra activitafii enzimatice a micromicetelor
depinde de particularitatile producatorului si a complexului enzimatic sintetizat, cat si de
compozitia complexului coordinativ si concentratia administratd. Datele obtinute au fost
valorificate in elaborarea procedeului de sinteza orientatd a amilazelor, in prezenta compusilor
complexi Tn calitate de stimulatori ai sintezei enzimatice la tulpina in studiu, conform schemei

expuse mai jos.
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de contact - 2 ore, pH-ul natural al lichidului cultural, concentratia CaCl, - 0,1%. Separarea
precipitatului prin centrifugare.

Fig. 4.3. Schema de realizare a procedeului de cultivare a tulpinii de micromicete
A. niger CNMN FD 06 in prezenta biostimulatorului de origine chimica

Procedeul elaborat include cultivarea tulpinii de micromicete A. niger CNMN FD 06 la
temperatura de 28-30°C in conditii de agitare continua (180 - 200 rot/min), timp de 6 zile, pe
mediul nutritiv de bazd, la care suplimentar se adaugd compusul coordinativ
[Co(DH),(Thio),]BF4 3H,0 in concentratie del,0 mg/L si 5,0 mg/L, pH-ul initial al mediului 5,0.

Avantajele procedeului elaborat:

— sporirea activitatii amilazelor cu 37,19 - 41,65%);

— reducerea ciclului de cultivare cu 24h;

— posibilitatea programarii compozitiei complexului amilolitic privind raportul
amilazelor acid-labile/acid-stabile.

Actiunea stimulatoare este cauzatd de insusirea compusilor coordinativi ai metalelor de a
influenta metabolismul microorganismelor, cét si de prezenta in componenta lor a elementelor
indispensabile pentru cresterea si dezvoltarea microorganismelor. Utilizarea compusului
coordinativ [Co(DH),(Thio);]BFs; 3H,O face posibilda programarea compozitiei complexului

amilolitic privind raportul amilaze acid-labile (tipice) (pH 4,7) si amilaze acid-stabile (pH 2,5).
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Procedeul se recomanda pentru cultivarea micromicetei producdtoare in scopul obtinerii
preparatelor amilolitice autohtone cu randament sporit si competitive pentru utilizare in

biotehnologiile moderne.

4.2.2. Influenta compusilor coordinativi heterometalici ai elementelor ,s” asupra
biosintezei enzimelor amilolitice la tulpina A. niger CNMN FD 06

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

2

compusi heterometalici ai elementelor ,,s” cu cobalt: s-Co (III), unde ,,s” este Ba, Sr, Ca si
ligandul polidentat L* (esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic):
- [BaL3 p(NCS),-Co(NCS),]-tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-p-
(izotiocianat-1,2kN)-(diizotiocianato-2kN)bariu(ll)cobalt(l1);
- [SrL%[Co(NCS)4]-tetra (izotiocianat)cobalt(I1)) de tris(dietil piridin-2,6-
dicarboxilat)strontiu;
[CaL®][Co(NCS)4]-tetra (izotiocianat)cobalt(I1)) de tris(dietil piridin-2,6-
dicarboxilat)calciu.
Metalocomplecsii au fost inclusi in mediul de cultivare in concentratii de 5 mg/L, 10
mg/L si 15 mg/L. (Tab. 4.10.).
Tabelul 4.10. Modificarea activititii amilolitice a tulpinii A. niger CNMN FD 06

in cultura submersa sub influenta compusilor coordinativi ai elementelor ,,s”

Activitatea amilolitica, U/mL

Compusii Concen Ziua a 5-ea Ziua a 6-a Ziuaa7-a
coordinativi | ~AHa % % %
mg/L U/mL c U/mL Contro U/mL Contro
ontrol I I
[BaL3_ 5 100,50+0,02 141,7 127,08+0,01 | 172,3 | 49,41+0,07 | 101,5
H(NCS),- 10 66,54+0,01 93,8 56,37+0,05 76,4 27,99+0,08 57,5
Co(NCS),] 15 66,54+0,02 93,8 44,73+0,11 60,6 21,06+0,11 43,3
3 5 111,42+0,07 157,1 98,01+0,06 132,8 | 50,76+0,04 | 104,3
[SrL7] 10 66,06+0,03 93,1 73,77+0,05 100,0 | 13,44+0,10 27,6
[Co(NCS)d] 15 71,37+0,01 100,6 47,16+0,10 63,9 20,37+0,03 41,8
3 5 71,3740,01 100,6 73,77+0,01 100,0 | 50,13+0,02 | 102,9
[CaL"] [Co 10 63,66+0,04 89,8 46,71+0,09 63,3 36,99+0,10 76,0
(NCS)4] 15 49,11+0,02 69,2 44,73+0,11 60,6 21,03+0,05 43,2
5 81,06+0,09 114,3 68,94+0,00 93,5 36,30+0,01 74,5
Ligandul L3 10 61,68+0,10 86,9 13,65+0,05 18,5 17,61+0,03 36,2
15 58,80+0,01 82,9 12,93+0,07 17,5 15,51+0,08 31,8
Control 0 70,92+0,01 100,0 73,77+0,03 100,0 | 48,69+0,02 | 100,0
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Monitorizarea activitatii enzimatice s-a realizat pe parcursul zilelor 5-7 de cultivare,
perioada in care producatorul manifesta activitate maximala de biosinteza enzimatica.

Tn varianta martor activitatea amilolitica a tulpinii a constituit 70,92 U/mL in ziua a 5-ea
si, corespunzator 73,77 U/mL 1n ziua a 6-a.

Tn ziua a 7-a de cultivare in varianta martor activitatea amilazelor scade cu 22,23 U/mL
fata de nivelul martorului in ziua a 5-ea de cultivare

Analiza rezultatelor obtinute n variantele experimentale marcheaza influenta distinctd a
fiecdrui complex asupra biosintezei amilazelor de catre producator in functie de atomul generator
de complecsi.

Astfel, compusul coordinativ [BaL®.p(NCS),-Co(NCS),], in ziua a 5-ea de cultivare, n
varianta cu concentratia de 5 mg/L, asigurd efect biostimulator asupra activitatii amilolitice a
micromicetei in marime de 41,7% fata de controlul zilei (70,92 U/mL) si 72,3% fatd de maxima
controlului (73,77 U/mL) in ziua a 6-a de cultivare - ziua manifestarii maximei de biosinteza la
cultivarea micromicetei in conditii clasice (control). Tn ziua a 6-a de cultivare compusul
depaseste nivelul maximal al controlului cu 53,31%, activitatea enzimatica constituind 127,08
U/mL fata de 73,77 U/mL in varianta control. Marirea concentratiei de compus in mediu la 10
mg/L si 15 mg/L provoacd efect de inhibare, care creste odatd cu cresterea duratei de cultivare:
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) 1n raport
cu controlul zilei.

Compusul coordinativ al strontiului [SrL*][Co(NCS),], in ziua a 5-ea de cultivare, in
varianta cu concentratia de 5 mg/L, asigura efect biostimulator asupra activitatii amilolitice a
micromicetei in marime de 57,1% fata de controlul zilei (70,92 U/mL) si de 51,0% fata de
maxima controlului (73,77 U/mL) in ziua a 6-a de cultivare. In ziua a 6-a de cultivare, in varianta
cu aceiasi concentratie 5 mg/L, compusul coordinativ al strontiului depédseste nivelul maximal al
controlului cu 32,2,8%, activitatea enzimatica constituind 98,01 U/mL fata de 73,77 U/mL in
varianta control. Spre deosebire de compusul coordinativ al bariului, in ziua a 6-a de cultivare
compusul coordinativ al strontiului inregistreaza scdderea efectului biostimulator cu 32,8%
comparativ cu 51,0%, in ziua a 5-ea de cultivare, in raport cu maxima controlului. Similar
variantei cu compusul coordinativ al bariului, cu sporirea concentratiei compusului coordinativ
al strontiului in mediu la concentratia de 10 mg/L si, respectiv, 15 mg/L provoaca efect de
inhibare, care creste odata cu cresterea duratei de cultivare, activitatea amilolitica constituind in
ziua a 7-a de cultivare 72,4% si 58,2% sub nivelul controlului zilei.

Compusul coordinativ - [CaL®*][Co(NCS)4], unde Ca este atom generator de complecsi,

indiferent de durata de cultivare, in concentratie de 5,0 mg/L nu influenteaza (efect neutru)

92



biosinteza amilazelor. Tn ziua a 5-ea de cultivare activitatea amiloliticd la aceastd concentratie a
constituit 71,37 U/mL, in a 6-a zi 73,77 U/mL si 50,13 U/mL in ziua a 7-a, ceea ce in raport cu
valoarea procentuald constituie: 100,6%, 100,0% si 102,9% fata de nivelul controlului zilei.

Cresterea concentratiei ligandului L* in mediul de cultivare 1a 10 mg/L si 15 mg/L ca si
in cazurile anterioare, provoaca efect de inhibare, care creste odata cu cresterea duratei de
cultivare. Astfel activitatea amiloliticd a producatorului la concentratia de 15 mg/L a constituit
30,8% 1n ziua a 5-ea, 39,4% in ziua a 6-a si 56,8% in ziua a 7-a de cultivare fatd de nivelul
controlului zilei.

Studiul activititii biologice a ligandului L® a aratat ci, in concentratia de 5 mg/L in ziua a
5-ea de cultivare a producatorului, manifesta efect slab stimulator: 14,3% fata de controlul zilei
in ziua a 5-ea de cultivare, 9,9% in raport cu maxima controlului, ziua a 6-a. In zilele a 6-a si a 7-
a se urmareste scaderea activitatii amilazelor exocelulare cu 6,5% si 25,5%, respectiv, in ziua a
6-a si a 7-a de cultivare. Cresterea concentratiei ligandului in mediul de cultivare 1a 10 mg/L si
15 mg/L provoaca efect semnificativ inhibitor, care se modifica in functie de durata de cultivare,
constituind respectiv:13,1% si 17,1% (ziua a 5-ea); 81,5% si 82,5% (ziua a 6-a); 63,8% si 68,2%
(ziua a 7-a), sub nivelul controlului zilei (70,92 U/mL, 73,77 U/mL, 48,69 U/mL). Cresterca
concentratiei compusului in mediul de cultivare provoaca efect inhibitor cu valoare maxima in
ziua a 7-a de cultivare, activitatea amilazelor exocelulare se diminueaza cu 72,4% (13,44 mg/L).

Reiesind din analiza datelor experimentale, putem considera ca, diminuarea activitatii
amilazelor exocelulare la producatorul A. niger CNMN FD 06, sub influenta compusilor
coordinativi ai Ba, Sr, Ca la sporirea concentratiilor ligandului in mediul de cultivare (10 mg/L si
15 mg/L) este conditionati, in mare parte, de insusirile ligandului L* din componenta compusului
complecs testat.

Stabilirea parametrilor optimali de aplicare a compusilor coordinativi ai bariului si
strontiului in cultivarea tulpinii in studiu

In scopul stabilirii conditiilor optime de cultivare a micromicetei A. niger CNMN FD 06
a fost extins diapazonul de concentratii a compusilor coordinativi ai bariului si strontiului cu
ligandul L3, care in cadrul studiilor anterioare au manifestat proprietati biostimulatoare si de
intensificare a biosintezei amilazelor, asigurand atat sporul activitatii enzimatice (cu cca 35 -
50%), cat si modificarea termenului de manifestare a maximei de biosintezd a enzimelor de
interes. Tinand cont de faptul ca, ambii compusi au exercitat influentd benefica asupra
productivitatii tulpinii n studiu, Tn concentratia minima testata (5 mg/L), compusii coordinativi
in concentratii mai mari avand efect neutru sau chiar inhibitor, Tn cadrul studiilor ulterioare

accentul a fost plasat pe analiza influentei compusilor coordinativi in concentratii de 1 mg/L, 5
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mg/L si 10 mg/L. Experientele au fost realizate in dinamica pe parcursul a 5 si 6 zile de cultivare
- perioada de sinteza maximald a enzimelor amilolitice la tulpina in studiu. Compusii au fost
aditionati la mediul de cultivare (nr.8), selectat anterior ca optim pentru sinteza amilazelor. In
calitate de proba de referintfd a servit activitatea variantei cultivate in absenta

metalocomplecsilor. Rezultatele sunt expuse in figura de mai jos.
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Fig. 4.4. Influenta compusilor coordinativi ai Ba si Sr, in diferite concentratii, asupra

activititii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06

In baza rezultatelor prezentate pe Figura 4.4. se constatdi ci compusul bariului, in
concentratie de 1mg/L si 5 mg/L, influenteaza pozitiv acumularea amilazelor la micromiceta A.
niger CNMN FD 06 pe parcursul ambelor zile de cultivare, activitatea variind intre 96,68 -
110,08 U/mL 1n ziua a 5-ca si 132,15 - 143,94 U/mL in ziua a 6-a, respectiv, compartiv cu
nivelul de 72,86 si 79,09 U/mL, marcat la proba control in zilele respective. Sporul activitatii
enzimatice asigurat de suplimentarea mediului cu compusul bariului a variat intre 32,7 - 82,0%
fata de control.

In ambele zile de cultivare valorile maximale ale activititii enzimatice se remarci la
concentratia minima testata (1 mg/L), sporul activitatii constituind 51,1% in ziua a 5-ea si 82,0%
in ziua a 6-a. La cultivarea micromicetei in prezenta metalocomplexului in concentratie de 5
mg/L activitatea a depasit nivelul controlului cu 32,7 % si, respectiv, 67,1%. De mentionat ca la
ambele concentratii activitatea amilolitica relevata in ziua a 5-ea de cultivare depaseste inclusiv
nivelul maximal al activitatii probei control marcat in ziua a 6-a, sporul activitatii in raport cu

acesta constituind 39,2% (concentratia CC - 1 mg/L) si 22,2% (concentratia CC - 5 mg/L).
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In cazul compusului coordinativ al strontiului cu ligand polidentat activitatea a variat in
limitele de 69,88 - 113,06 U/mL si 79,09 - 108,57 U/mL, in ziua a 5-ca si a 6-a, corespunzator.
Similar compusului bariului, concentratiile mai mari, practic, nu influenfeazd acumularea
amilazelor, efectul pozitiv fiind observat doar in cazul concentratiei de 1 mg/L (in ziua a 6-a de
cultivare) si 5 mg/L. Aditionarea la mediul de cultivare a compusului Sr-L® in concentratie de 5
mg/L asigurd intensificarea procesului de biosinteza, picul activitdtii enzimatice fiind marcat 1n a
5-ea zi de cultivare, valoarea data depasind nivelul maximal al probei control cu 42,9% si, mai
putin semnificativ (in medie cu 8%) nivelul probei cultivate in prezenta compusului coordinativ
timp de 6 zile. In a 6-a zi de cultivare activitatea se mentine la cote superioare fiind mai inalta
fata de cea prezentata de varianta control cu 27,3 si, respectiv, cu 37,3% la concentratia de 1
mg/L si 5 mg/L, corespunzator.

Reiesind din rezultatele obtinute se constatd ca, concentratiile optime ale compusului
bariului si strontiului cu liganzi polidentati, care exercitd efect stimulator maximal (39,2 si,
respectiv, 42,9%) asupra activitatii amilazelor exocelulare ale tulpinii de interes biotehnologic A.
niger CNMN FD 06 si asigura intensificarea procesului de biosinteza sunt 1 mg/L - pentru
[BaL® p(NCS),-Co(NCS)] si 5 mg/L - in cazul metalocomplexului [SrL®] [Co(NCS)a].

Selectarea pH-ului initial al mediului de cultura, care poate influenta sinteza maximala a
amilazelor exocelulare la cultivarea submersd a producentului cu aplicarea complexelor de
strontiu si bariu constituie un aspect important In valorificarea potentialului biosintetic al
micromicetei Tn studiu, de aceea, la faza urmatoare a investigatiilor, compusii coordinativi ai
bariului si strontiului cu liganzi polidentati au fost aditionati In concentratiile optime selectate n
mediul nutritiv cu diferite valori ale pH-ului initial: 4,0; 5,0; 6,0 si 7,0. In calitate de proba de
referintd a servit activitatea enzimatica a variantei cultivate Tn absenta compusilor coordinativi,
pe mediu nr.9 cu pH initial 5,0.

Conform rezultatelor prezentate in Fig. 4.5. se constata ca, pentru tulpina fungica A. niger
CNMN FD 06 pH-ul initial al mediului nutritiv, optim pentru biosinteza amilazelor exocelulare

este 5,0.

95



N o ctivitatea amilolitica, u/ml ===, fata de martor

180.0
160.0
140.0
120.0
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0

activitatea amilolitica, u/ml

martor
martor
40
5.0
martor
40
5.0
6.0
7.0
martor

[BaL3Co(SCN)4] | [SrL3Co(SCN)4]

Fig. 4.5. Influenta compusilor Ba si Sr, in concentratiile optime selectate (Ba - 1
mg/L; Sr - 5 mg/L), asupra activititii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06, in

functie de diferite valori ale pH-ului initial al mediului de cultivare

In baza datelor experimentale s-a stabilit cd, in cazul cultivarii micromicetei
producitoare, in prezenta compusilor coordinativi cu proprietati biostimulatoare, pH-ul optim ce
asigura sinteza maximala a enzimelor amilolitice este similar celui determinat anterior pentru
cultivarea micromicetei in conditii clasice. Astfel, activitatea enzimatica in variantele cultivate in
medii cu pH-ul 5,0, in prezenta metalocomplecsilor Ba si Sr constituie 114,46 U/mL (a 5-ea zi)
si 148,06 U/mL (a 6-a zi) - n cazul 1-ui compus, respectiv, 116,43 U/mL (a 5-ea zi) si 120,02
U/mL (a 6-a zi) - In cazul celui de-al ll-lea compus, fata de valoarea de 76,23 U/mL si 92,02
U/mL, corespunzator, marcatd in proba martor. Efectul stimulator inregistrat in experientele
anterioare se mentine, sporul activitatii constituind 50,2 si 60,9%, fata de proba martor din
aceiasi zi - pentru compusul bariului si 52,7, respectiv, 30,4% - pentru metalocomplexul ce
contine strontiu. Comparand valorile relevate in a 5-ea zi de cultivare in probele cu stimulatori
aditionati valoarea maximala a activitdtii probei de referintd prezentata in ziua a 6-a se constatata
sporul activitatii amilazelor cu 24,4 si 26,5%, respectiv, in cazul compusilor [BaL3_u(NCS)2-
Co(NCS),]'si [SrL®] [Co(NCS).], diferenta dintre activitatea relevanta in ziua a 5-ca si a 6-a in
varianta cultivatd pe medii ce contin complexul strontiului fiind neesentiala.

La valorile pH-ului acid (pH-4,0) activitatea amilolitica este cu cca 24% (I-ul compus) si,

respectiv, 40-60% (al I1l-lea compus) mai redusa fata de activitatea probei Control cultivata pe
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mediu cu pH optim, In absenta compusilor coordinativi. O diminuare de cca 20-60% se
marcheaza si n cazul variantelor cultivate pe medii cu pH 6,0 si 7,0.

In baza rezultatelor obtinute se constatd ci picul activitatii enzimatice in probele cultivate
in prezenta compusilor coordinativi ai Ba-si Sr-cu liganzi polidentati (L) este Tnregistrat la pH-ul
initial al mediului de cultivare 5,0 - valoare stabilitd anterior drept optimad pentru sinteza
amilazelor exocelulare la micromiceta producatoare A. niger CNMN FD 06.

In rezultatul cercetirilor de utilizare a compusilor coordinativi ai Ba si Sr in calitate de
stimulatori ai procesului de sinteza enzimatica facem urmatoarele concluzii:

— compusii coordinativi ai bariului si strontiului cu ligandul L% in concentratii mici (5,0
mg/L) manifesta influenta cert stimulatoare si de intensificare a biosintezei amilazelor
exocelulare la tulpina de micromicete A. niger CNMN FD 06 obiect cu semnificatie
biotehnologica;

— compusul coordinativ al bariului [BaL®(NCS),-Co(NCS),], in concentratia 5,0 mg/L,
intensificd biosinteza amilazelor exocelulare la micromiceta A. niger CNMN FD 06,
depdsind in ziua a 5-ea de cultivare cu 35,6% maxima controlului Tn ziua a 6-a de
cultivare: 100,50 U/mL fata de 73,77 U/mL 1in varianta control ce permite reducerea
ciclului tehnologic cu 24 de ore. Efectul stimulator se pastreaza si in ziua a 6-a de
cultivare, depasind ziua a 8-a controlul cu 72,8%;

— compusul coordinativ al strontiului [SrL*] [Co(NCS)s], in concentratia de 5,0 mg/L
modifica termenul de manifestare a maximei de biosinteza a amilazelor la micromiceta A.
niger CNMN FD 06 din ziua a 6-a Tn ziua a 5-ea de cultivare (cu 24 de ore), depasind
maxima controlului (ziua a 6-a) cu 51,0% (111,42 U/mL fata de 73,77 U/mL in varianta
control). Efectul stimulator se pastreaza si in ziua a 6-a de cultivare, depasind controlul
cu 32,8%;

— pentru tulpina A. niger CNMN FD 06 concentratiile optime stabilite ale compusilor cu
liganzi polidentati care exercitd efect stimulator maximal (39,2 si, respectiv, 42,9%)
asupra activitatii amilazelor exocelulare si de intensificare a procesului de biosinteza
prezinti 1 mg/L - pentru [BaL®p(NCS),-Co(NCS),]'si 5 mg/L - in cazul
metalocomplexului [SrL®] [Co(NCS),]. Maxima activitatii enzimatice in variantele
experimentale se inregistreaza la pH-ul initial al mediului de cultivare 5,0 - valoare
stabilitd anterior drept optima pentru sinteza amilazelor exocelulare pentru micromiceta

data la cultivarea clasica.
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4.3. Influenta nanooxizilor metalici asupra activititii enzimatice la tulpina in studiu

Avantajele obtinerii enzimelor din surse microbiene in conditiile crizei actuale de materii
prime si de energic au condus la intensificarea cercetarilor privind selectarea unor
microorganisme producdtoare, precum si metodelor moderne de ameliorare a potentialului
biosintetic al producentilor de enzime, inclusiv de enzime amilolitice.

Tn contextul dezvoltarii progresive a nanotehnologiilor si impactului pe care acestea 0
manifestd asupra organismelor vii, conform multiplelor publicatii consacrate 3, 27, 29, 48, 61,
92, 128, 155, 175, 181, 196, 200, 207, 209, 212, 220, 221] cercetarile au continuat cu Studierea
influentei nanoparticulelor metalelor Ti, Fe, Cu si Zn, cu structura, dimensiuni si caracteristici
diferite, asupra activitatii amilolitice a micromicetei in studiu.

Influenta nanoparticulelor oxizilor de titan asupra activitatii amilolitice a tulpinii de
fungi miceliali A niger CNMN FD 06

Cercetdrile au initiat cu evaluarea efectului nanocompozitelor de Ti cu structurd si marimi
diferite: TiO; cu dimensiuni de 21 nm si <100 nm, TiSiO4<50 nm. Monitorizarea activitatii
amilolitice a tulpinii A. niger CNMN FD 06 s-a efectuat, la cultivare submersd, in conditii
clasice, pe parcursul zilelor 5-7 - perioadd ce corespunde manifestdrii maxime a activitatii
amilazelor la producator. Nanocompozitele au fost testate in concentratii de 5 mg/L, 10 mg/L si
15 mg/L. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.11. Pentru varianta Control dinamica
activitatii amilazelor exocelulare a constituit: 62,13 U/mL in ziua a 5-ea, 79,58 U/mL in ziua a 6-
a, 58,59 U/mL in ziua a 7-a. Dupa cum urmeaza din tabelul 4.11, maxima biosintezei amilazelor
n varianta Control se manifesta in ziua a 6-a de cultivare a producatorului.

Tabelul 4.11. Modificarea activitatii amilolitice la micromiceta A. niger CNMN FD 06 sub

influenta nanoparticulelor de titan in dinamica cultivarii submerse

Conce Ziua a 5-ea Ziua a 6-a Ziuaa7-a
Nano ntrati
oxizii a, ’ U/mL v U/mL v U/mL v
control control control
mg/L
. 5 77,08+0,02 | 124,06 | 69,36+0,01 | 77,42 51,83+0,04 88,46
zcsfm 10 74,18+0,05 | 119,38 | 67,17+0,04 | 84,31 47,68+0,01 81,38
15 73,09+0,10 | 117,64 | 65,79+0,09 | 82,67 56,61+0,07 96,62
. 5 77,08+0,07 | 124,06 | 68,23+0,07 | 85,74 50,19+0,01 85,56
Illcgé am 10 76,11+0,04 | 122,50 | 66,50+0,03 | 83,56 57,95+0,02 98,90
15 81,44+0,01 | 130,44 | 72,37+0,03 | 90,93 57,63+0,08 98,36
TiSiO, 5 76,59+0,03 | 123,27 | 69,25+0,02 | 87,02 54,09+0,09 92,32
<50 nm 10 80,95+0,09 | 130,29 | 78,24+0,08 | 98,32 56,35+0,01 96,17
15 78,59+0,02 | 126,49 | 75,48+0,03 | 94,85 55,70+0,03 95,06
Control - 62,13+£0,01 100,0 79,58+0,02 100,0 58,59+0,05 100,0
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Tn variantele experimentale In ziua a 5-ea de cultivare se urmareste efectul biostimulator
fata de controlul zilei. Activitatea amilazelor este superioara controlului in toate variantele de
concentratii testate. Astfel, in varianta cu aplicarea nanoparticulelor dioxidului de titan TiO, de
21nm efectul stimulator, in functie de concentratia aplicatd variaza in limitele: 17,64-24,06%, cu
22,50 - 30,44% depaseste nivelul controlului in variantele cu aplicarea nanoparticulelor
dioxidului de titan TiO, cu dimensiuni <100 nm, cu 23,27 - 30,29%, in variantele cu
nanoparticule titan siliciu oxid TiSiO4 cu dimensiuni <50 nm.

Reiesind din tendintele certe de sporire a activitdtii amilolitice si de reducere a duratei de
cultivare, marcatd la nanoparticulele de titan cu caracteristicele distincte in ziua a 5-ea de
cultivare, permit remarcarea nanoparticulelor de titan testate ca potentiali biostimulatori ai
biosintezei amilazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali A. niger CNMN FD 06.

Influenta nanoparticulelor oxidului de fier si zinc asupra activitatii amilolitice a
tulpinii de fungi miceliali A. niger CNMN FD 06

Tn cercetari s-au utilizat nanooxidul FesO4 cu dimensiuni 50 - 100 nm si nanooxidul de
7Zn0O cu dimensiuni <50 nm. Nanooxizii metalici, similar experimentului precedent s-au introdus
in mediul nutritiv de cultivare a tulpinii producatoare de amilaze A. niger CNMN FD 06 in
concentratiile: 5; 10 si 15 mg/L.

In conformitate cu datele obtinute (Tab. 4.12.) maxima activititii amilolitice a
producatorului in varianta control se manifesta in ziua a 6-a de cultivare si constituie 101,99
U/mL, dinamica activitdtii amilazelor exocelulare in perioada de activitate biosintetica maxima
pentru tulpina - zilele 6-7 de cultivare, atingand nivelurile: 57,17 U/mL (ziua a 5-ea), 101,99
U/mL (ziua a 6-a), 82,99 U/mL ziua a 7-a.

Tabelul 4.12. Modificarea activititii amilolitice a tulpinii de fungi miceliali A. niger CNMN

FD 06, in cultura submersa, sub influenta nanoparticulelor oxidului de Fe si Zn

Activitatea amilolitica
N Concen-
ano- tratia, Ziua a 5-ea Ziua a 6-a ZiuaaT7-a
oxizii mg’ n % % %
u/mL 0 u/mL 0 u/mL 0
control control control
Fe;0, 5 65,20+0,03 114,0 106,31+0,02 104,2 73,61+0,01 88,7
50-100 10 64,39+0,06 112,6 103,80+0,01 101,7 76,42+0,10 92,1
nm 15 67,59+0,11 118,2 103,24+0,05 101,2 77,36+0,09 93,3
710 5 59,58+0,07 104,2 99,51+0,07 97,6 67,98+0,06 81,9
<20 10 59,71+0,01 104,4 99,54+0,01 97,6 65,74+0,02 79,2
nm
- 15 63,59+0,02 111,2 100,77+0,00 98,8 74,55+0,01 89,8
Control 0 57,17+0,01 100,0 101,99+0,01 100,0 82,99+0,03 | 100,0
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Rezultatele expuse 1n tabel marcheaza influenta nanoparticulelor de Fe;O4 50 - 100 nm
asupra biosintezei amilazelor la tulpina A. niger CNMN FD 06 ca neutra, in conditiile
experimentului, cu activitatea enzimatica usor crescuta (4,2 - 18,2%) fata de nivelul controlului
n ziua a 5-ea de cultivare si la nivelul maximei controlului in ziua a 6-a de cultivare.

Utilizarea nanoparticulelor de ZnO<50 nm, manifesta influenta inhibitoare, in ziua a 6-ea
si a 7-ea de cultivare 1n toate valiantele de concentratii testate (5,0, 10,0 si 15,0 mg/L), in ziua a

5-ea activitatea amilolitica este la nivelul probei martor.

Influenta nanoparticulelor de cupru cu dimensiuni si structuri diferite asupra
activititii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06
In cercetiri cu aplicarea nanoparticulelor de cupru s-au utilizat nanoparticulele oxidului

de cupru (CuO) cu dimensiuni <50 nm si nanoparticule ale cuprului metalic Cu (99,5%) cu
dimensiuni de 60 - 80 nm.

Rezultatele prezentate in Tabelul 4.13 marcheaza, pentru varianta control (in absenta
nanooxizilor testati), urmatoarele valori ale activitatii amilolitice: 35,13; 69,41 U/mL si 58,46
U/mL, respectiv, in a 5-ea, a 6-a si a 7-a zi de cultivare. Se constata ca valoarca maxima a
activitatii amilazelor exocelulare este manifestatd Tn a 6-a zi de cultivare, depasind nivelul

activitatii marcat la a 5-ea zi de cultivare cu 55,1% si cu 9,2% valoarea fixata in ziua a 7-a.

Tabelul 4.13. Influenta nanoparticulelor de cupru, cu dimensiuni diferite, asupra activitatii

amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06, la cultivarea submersa, in dinamica

Nano Concen ab-eazi ab6-azi ar-azi
parti tratia, % % %
cule (NP) mg/L UimL control U/mL control U/mL control
CuO <50 5 58,18+0,02 | 165,6 | 64,16+0,01 92,4 59,01+0,03 100,9
nm 10 63,95+0,01 | 182,0 | 75,87+0,00 | 109,3 58,64+0,07 100,3

15 54,73+0,05 | 1558 | 57,70+0,04 83,1 59,07+0,10 101,0
Cu((99,5%) 5 56,46+0,09 | 160,7 | 68,19+0,11 98,2 58,40+0,01 99,8
<60-80 nm 10 58,18+0,07 | 1656 | 76,69+0,08 | 1105 59,19+0,04 101,3
15 28,20+0,03 | 80,27 | 64,88+0,04 93,5 48,29+0,06 82,6
Control 0 35,13+0,02 | 100,0 | 69,41+0,03 | 100,0 58,46+0,02 100,0

Analiza rezultatelor obtinute in cazul cultivdrii micromicetei, In prezenta
nanoparticulelor, releva valori net superioare comparativ cu proba de referinta in a 5-ea zi. De
remarcat ca efectul stimulator maxim se constata la utilizarea concentratiilor minime ale
nanooxizilor (5 mg/L si 10 mg/L). Astfel, nanooxidul de cupru cu dimensiuni <50 nm asigura

majorarea activitafii enzimatice cu 65,6 si, respectiv, 82,4% la concentratia de 5 mg/L si 10
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mg/L. La majorarea concentratiei administrate pana la 15 mg/L efectul stimulator se pastreaza,
Tnregistrandu-se, insa, o diminuare a acestuia pana la 55,8%.

Nanoparticulele de cupru (99,5%) cu dimensiuni < (60-80 nm) asigurda cresterea
activitatii amilolitice cu 60,7% si 65,6%, corespunzator la concentratiile 5 mg/L si 10 mg/L. La
cultivarea micromicetei in prezenta nano- Cu cu dimensiunea <60 - 80 nm in concentratie de 15
mg/L se constata scaderea activitatii enzimatice cu 19,7%, comparativ cu controlul. Valorile
maxime ale activitatii amilazelor exocelulare, in variantele experimentale cu aplicarea
nanocompozitelor de cupru, se Inregistreazd in a 6-a zi de cultivare si coincid cu maxma
variantei control. Sporul determinat de nanoparticule este atenuat, mentinandu-se doar la
concentratia de 10 mg/L pentru ambele NP CuO <50 nm si Cu (99,5%)< (60 - 80 nm),
constituind respectiv 9,3% si 10,5%.

La a 7-a zi de cultivare a tulpinii producator in prezenta nanoparticulelor testate,
indiferent de concentratia aplicatd, se remarcad scaderea treptatd a activitatii enzimatice pand la
nivelul probei control (99,9 - 101,3%). Exceptie constituie doar varianta cultivata pe medii ce
includ nano-Cu (99,5%) de <60 - 80 nm, in concentratic de 15 mg/L, in cazul careia se
inregistreaza inhibarea activitatii amilolitice cu 17,4% fata de proba de referinta.

Astfel, drept rezultat al analizelor efectuate, se constatd ca NP CuO <50 nm si Cu
(99,5%) < 60 - 80 nm, in concentratie de 10 mg/L, pot fi utilizate pentru intensificarea procesului
de sinteza a enzimelor amilolitice la micromiceta A. niger CNMN FD 06, acestea asigurand
obtinerea la a 5-ea zi de cultivare (cu 24 h mai devreme) a unui nivel nalt al activitatii
enzimatice, practic echivalent cu activitatea marcata la a 6-a zi de cultivare in proba control:
63,95 U/mL si 58,18 U/mL in raport cu 69,41 U/mL in varianta control, pierderile fiind
neesentiale (7,8 % in cazul nano-CuO cu dimensiuni <50 nm si, respectiv, 16,2% in cazul nano-

Cu (99,5%) cu dimensiuni < 60 - 80 nm.

Selectarea concentratiilor optime ale nanoparticulelor de cupru si titan ce asigura
sinteza maximala a amilazelor exocelulare la micromiceta A. niger CNMN FD 06

Conform datelor prezentate de Larue C., si col. (2011) [167], Bapayuu T.B., (2017) [61],
Baker S., (2017) [109], nanocompozitele, in diferite concentratii, influenteaza diferit asupra
materialului cercetat.

In vederea selectirii concentratiilor optime ce asigurd sinteza maximald a amilazelor
exocelulare la micromiceta A. niger CNMN FD 06 in studiu au fost incluse nanoparticule de
cupru cu dimensiuni de 60 - 80 nm si nanooXizii CuO <50 nm, TiO; <100 nm si TiSiO4 <50 nm,

selectate anterior drept potentiali stimulatori ai activitatii amilolitice. Nanooxizii metalici au fost
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aditionati la mediul de cultivare a tulpinii producatoare in concentratii de 5 mg/L-20 mg/L,
diapazonul de concentratii fiind extins distinct pentru fiecare compus in parte, in functie de
rezultatele obtinute anterior. In calitate de proba de referinti a servit activitatea variantei
cultivate in absenta nanoparticulelor. Experientele au fost realizate in dinamica, pe parcursul a 5-
6 zile de cultivare - perioada de activitate biosintetica maxima pentru tulpina producatoare.
Conform datelor prezentate in Tabelul 4.14. se constata ca 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 in ziua a 5-ea. In ziua a 6-a cele mai inalte valori ale activitatii
enzimatice au fost marcate la probele cultivate in prezenta nanooxidului de cupru, activitatea

variind ntre 76,33-88,14 U/mL, ceea ce constituie 92,8 - 107,2% fata de control.

Tabelul 4.14. Influenta nanoparticulelor oxidului de Cu si Ti, in diferite concentratii,

asupra activitatii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06

Nano Concentratia as-eazi a6-azi
particule ma/L o Activitatea, %, fati Activitatea, %, fati
U/mL de control U/mL de control
5,0 65,09+0,02 104,1 83,42+0,03 101,4
CuO <50
om 10,0 74,00+0,03 118,3 88,14+0,04 107,2
15,0 64,25+0,01 102,7 76,33+0,01 92,8
Cu 60-80 5,0 66,79+0,06 106,8 83,42+0,04 101,4
om 10,0 72,72+0,02 116,3 79,87+0,04 97,1
15,0 61,70+0,10 98,6 60,97+0,09 74,2
TiSiO, 5,0 60,01+0,05 95,9 62,16+0,04 75,6
<50 nm 10,0 60,85+0,02 97,3 59,79+0,02 72,7
15,0 59,16+0,07 94,6 60,97+0,05 74,2
Ti0, 10,0 61,70+0,08 98,6 58,61+0,06 71,3
<100 nm 15,0 53,22+0,02 85,1 62,16+0,03 75,6
20,0 52,38+0,05 83,7 55,07+0,04 67,0
Control 0,0 62,55+0,2 100,0 82,23+0,01 100,0

Tn cazul NP de cupru cu dimensiuni de 60 - 80 nm, activitatea scade treptat odati cu
cresterea concentratiei de nanoparticule, constituind 83,42 U/mL 1n varianta ce contine 5 mg/L
de compus si 69,24 U/mL la concentratia maxima testata, pe cand in cazul nanooxizilor de titan
activitatea variaza in limitele de 55,07 - 62,16 U/mL, la toate concentratiile evaluate relevandu-
se un efect inhibitor pronuntat (cca 30% sub nivelul controlului). Cu referire la compusii
titanului un efect neutru sau slab inhibitor (diminuare de pana la 16%) a fost inregistrat si la a 5-

ea zi de cultivare, activitatea variind intre 52,38 - 61,70 U/mL. Spre deosebire de acestia
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nanoparticulele ce contin cupru au manifestat o influentd preponderent pozitivd, activitatea
variind intre 64,25-74,00 U/mL, fata de 62,55 U/mL in proba control. Totodata, de remarcat ca
nanoparticulele de CuO <50 nm si Cu 60 - 80 nm, in concentratie de 10 mg/L, intensifica
procesul de sinteza a amilazelor la micromiceta A. niger CNMN FD 06. Astfel, in ziua a 5-ea de
cultivare activitatea enzimaticd constituie 74,00 U/mL si, respectiv, 72,72 U/mL, depasind
nivelul controlului din aceiasi zi cu 16 - 18% si fiind doar cu 10 - 12% mai joasa fata de valoarea
maxima marcata de proba de referintd in a 6-a zi de cultivare. Datele prezentate coreleaza cu cele
obtinute prealabil si confirma eficacitatea aplicérii nanoparticulelor de cupru (CuO <50 nm si Cu
60 - 80 nm), in concentratic de 10 mg/L, in tehnologiile de cultivare a micromicetei A. niger
CNMN FD 06 drept stimulatori ce asigura obtinerea preparatelor enzimatice amilolitice cu
activitate inalta in termeni restransi (cu 24 de ore mai devreme fata de Control) si, respectiv, cu
cheltueli reduse.

Selectarea pH-ului initial al mediului de cultivare ce asigura sinteza maximali a
amilazelor exocelulare la micromiceta A. niger CNMN FD 06

In vederea selectarii pH-ului initial al mediului de cultivare ce asigura sinteza maximala a
amilazelor exocelulare la micromiceta A. niger CNMN FD 06, la etapa ulterioara a investigatiilor
nanoparticulele de cupru cu dimensiuni de <50 nm si 60 - 80 nm, in concentratiile optime
selectate, au fost incluse Tn mediul nutritiv cu diferite valori ale pH-ului - 4,0; 5,0; 6,0 si 7,0. in
calitate de proba de referintd a servit activitatea enzimaticd a variantei cultivate in absenta
nanoparticulelor, pe mediu cu pH initial 5,0, selectat anterior drept optim pentru asigurarea
sintezei enzimelor amilolitice. Rezultatele obtinute sunt reflectate n Tab. 4.15.

Tabelul 4.15. Influenta nanoparticulelor CuO < 50 nm si Cu 60 - 80 nm, in concentratie
optim selectata (5 mg/L), asupra activitatii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD

06 A, in functie de diferite valori ale pH-ului mediului de cultivare

pH-ul a 5-eazi a6-azi
Nanoparticule mediului Activitatea, %, fata Activitatea, %, fata
u/mL de control U/mL de control
4,0 36,17+0,02 56,1 44,82+0,03 53,3
CuO < 50 nm 50 75,27+0,01 116,8 81,47+0,02 96,9
(10 mg/L) 6,0 37,12+0,04 57,6 42,20+0,03 50,2
7,0 21,10+0,05 32,8 40,89+0,04 48,6
4,0 49,36+0,01 76,6 46,13+0,01 54,9
Cu 60-80 nm 50 73,85+0,04 114,6 73,62+0,03 87,5
(10 mg/L) 6,0 45,59+0,01 70,8 52,67+0,02 62,6
7,0 37,12+0,02 57,6 44,82+0,02 53,3
Control 0,0 64,43+0,01 100,0 84,09+0,01 100,0
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Conform datelor din tabel se constata cd, pH-ul optim ce asigurd sinteza maximald a
enzimelor amilolitice la cultivarea micromicetei producatoare, in prezenta nanoparticulelor de
cupru, este 5,0, fiind similar valorii optime stabilite anterior pentru proba cultivata in conditii
clasice. Astfel, activitatea enzimatica a variantelor cultivate pe medii ce contin CuO < 50 nm si
Cu 60-80 nm constituie 75,27 U/mL (a 5-ea zi) si 81,47 U/mL (a 6-a zi), respectiv, 73,85 (a 5-ea
zi) s1 73,62 U/mL (a 6-a zi), comparativ cu 64,43 U/mL si 84,09 U/mL, la control.

Efectul pozitiv relevat in investigatiile anterioare se mentine, nivelul activitatii probelor
experimentale din a 5-ea zi fiind practic la nivelul controlului din ziua a 6-a, cu o diminuare de
doar 10,5-12,2% . Micsorarea sau cresterea valorii pH-ului mediului nutritiv sub/peste valoarea
optima determina scaderea activitatii enzimatice cu cca 30-70%, efectul negativ, fiind mai
pronuntat, in special, in a 5-ea zi de cultivare.

Astfel, in baza rezultatelor obtinute s-a constatat ca, maximul activitatii enzimatice in
probele cultivate, in prezenta nanoparticulelor de cupru, cu dimensiuni diferite, este asigurat de
pH-ul initial al mediului de cultivare 5,0 - valoare stabilitd anterior drept optima pentru sinteza
enzimelor amilolitice la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06.

Stabilirea parametrilor optimi de aplicare a nanocompozitelor preferentiale in
cultivarea submersa a tulpinii in studiu
Pentru selectarea concentratiilor optime ale nanoparticulelor de cupru si titan, ce asigura

sinteza maximald a amilazelor exocelulare la micromiceta A. niger CNMN FD 06, in lichidul
cultural au fost incluse nanoparticule de cupru cu dimensiuni de 60-80 nm si nanooxizii CuO
<50 nm, TiO, <100 nm si TiSiO4 <50 nm, care au demonstrat capacitatea de a stimula activitatea
amilolitica la micromiceta A. niger CNMN FD 06. (Fig 4.6).
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Fig. 4.6. Influenta nanoparticulelor oxidului de Cu si Ti, in diferite concentratii, asupra

activititii amilolitice a micromicetei A. niger CNMN FD 06
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Nanooxizii metalici au fost aditionati la mediul de cultivare a tulpinii producétoare in
concentratii de 5 - 20 mg/L, diapazonul de concentratii fiind extins distinct, pentru fiecare
compus in parte, in functie de rezultatele obtinute anterior.

In calitate de proba de referinti a servit activitatea variantei cultivate in absenta
nanoparticulelor. Experientele au fost realizate in dinamica, pe parcursul a 5 - 6 zile de cultivare
- perioada de activitate biosinteticd maxima pentru tulpina producatoare.

Conform datelor prezentate in figura 4.6. se constatd ca, maximul activitatii amilolitice a
producatorului se manifestd 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 in ziua a 5-ea. In ziua a 6-a cele mai inalte valori ale activitatii
enzimatice au fost marcate la probele cultivate in prezenta nanooxidului de cupru, activitatea
variind ntre 76,33 - 88,14 U/mL, ceea ce constituie 92,8 - 107,2% fata de control.

Tn cazul particulelor de cupru cu dimensiuni de 60-80 nm, s-a observat ca, activitatea
scade treptat odatd cu cresterea concentratiei de nanoparticule, constituind 83,42 U/mL in
varianta ce contine 5 mg/L de compus si 69,24 U/mL la concentratia maxima testatd, pe cand in
cazul nanooxizilor de titan activitatea variaza in limitele de 55,07-62,16 U/mL, la toate
concentratiile evaluate relevandu-se un efect inhibitor pronuntat (cca 30% sub nivelul
controlului). Cu referire la compusii titanului un efect neutru sau slab inhibitor (diminuare de
pana la 16%) a fost inregistrat si la a 5-ea zi de cultivare, activitatea variind intre 52,38-61,70
U/mL. Spre deosebire de acestia nanoparticulele ce contin cupru au manifestat o influenta
preponderent pozitiva, activitatea variind intre 64,25-74,00 U/mL, fatd de 62,55 U/mL in proba
control. Totodata, de remarcat ca, nanoparticulele de CuO <50 nm si Cu 60 - 80 nm, in
concentratie de 10 mg/L, intensifica procesul de sinteza a amilazelor la micromiceta A. niger
CNMN FD 06. Astfel, in ziua a 5-ea de cultivare activitatea enzimatica constituie 74,0 si,
respectiv, 72,72 U/mL, depasind nivelul controlului din aceiasi zi cu 16 - 18% si fiind doar cu 10
- 12% mai joasa fata de valoarea maxima marcata de proba de referinta in a 6-a zi de cultivare.
Datele prezentate coreleaza cu cele obtinute prealabil si confirma eficacitatea aplicarii
nanoparticulelor de cupru de diferite dimensiuni (CuO < 50 nm si Cu 60 - 80 nm), in
concentratie de 10 mg/L, Tn tehnologiile de cultivare a micromicetei A. niger CNMN FD 06
drept stimulatori ce asigura obtinerea preparatelor enzimatice amilolitice cu activitate inalta in
termeni restrangi (cu 24 h mai devreme fata de control) si, respectiv, cu reducerea cheltuielilor
pentru realizarea procesului de sinteza.

In baza rezultatelor obtinute deducem cd, maximul activititii enzimatice in probele

cultivate in prezenta nanoparticulelor de cupru, cu dimensiuni diferite, este asigurat de pH-ul
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initial al mediului de cultivare 5,0 - valoare stabilitd anterior drept optimad pentru sinteza
enzimelor amilolitice la tulpina fungica A. niger CNMN FD 06.
Datele obtinute au fost valorificate in elaborarea procedeului de sinteza orientatd a

amilazelor conform schemei expuse (Fig. 4.7).

. »
TULPINA PRODUCATOARE DE AMILAZE
L Aspergillus niger CNMN FD 06A
4 INOCUL COMPUSI BIOSTIMULATORI: )

[BaL3Co(SCN),], conc. 1 mg/l;
[SrL3Co(SCN),], conc. 5 mg/l;

CuO <50 nm, conc. 10 mg/l;
Cu 60-80 nm, conc. 10 mg/I.

5-10% suspensie de spori cu
varsta de 14-30 zile, cu

. 6 .
concentratia de 10 spori/ml

o

PP

AN

MEDIU NUTRITIV DE BAZA CU CONTINUT DE, g/L:
fdind de soia - 35,0; KH,PO, - 5,0; (NH,),SO, - 1,0;

apéd potabild pina la 1L; pH-ul initial al mediului - 5,0

A4

J
{ Cultivarea micromicetelor producatoare pe agitatoare rotative (100 J K AVANTAJE \

rot/pm), la temperatura de 28-30°C, timp de 1-6 zile TEHNOLOGICE:
{} sporirea activitatii
lichidului cultural . 5 ] amilolitice a micromicetei
[ Separarea lichidului cultural de biomasa cU 39,2-83,1% fat de
7 martor si reducerea
Dozarea activitatilor enzimatice, conform metodelor acceptate in ciclului de cultivare a
enzimologie. @)ducétorilor cu 24-48hj

Fig. 4.7. Schema de realizare a procedeului de cultivare a tulpinii de micromicete
A. niger CNMN FD 06, in prezenta biostimulatorilor
4.4. Validarea pilot a biotehnologiilor avansate de obtinere a preparatelor
enzimatice amilolitice
In vederea stabilirii parametrilor optimi de cultivare a micromicetei, in conditii clasice,
fara biostimulatori, la faza initiald de validare a biotehnologiilor avansate de obtinere a
preparatelor enzimatice s-a respectat regimul optim: volumul mediului 2,0 L, aerarea 2,0 L/L
mediu/min., agitare 180 rpm., stabilit in cercetarile similare realizate pentru tulpinile fungice R.
arrhizus si F. gibbosum - producatoare de lipaze si, respectiv, proteaze [49].
Pentru verificarea duratei de cultivare, in primul set de experiente activitatea enzimatica
s-a determinat pe parcursul zilelor a 4-7 de cultivare. Similar cultivarii, in partied de retorte,
maxima de biosinteza a amilazelor se manifesta in ziua a 6-a de cultivare, insd regimul dat nu a

asigurat manifestarea pe deplin a potentialului biosintetic al producatorului, activitatea variind
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intre 16,47 U/mL in ziua a 4-a si, respectiv, maxima atinsa in ziua a 6-a (58,56+ 0,30 U/mL),
aceasta fiind mai joasd comparativ cu rezultatele stabilite anterior la cultivare in retorte
Erlenmayer. In ziua a 7-a activitatea amilolitici scade pana la 11,37 U/mL, fapt de confirma,
repetat, durata optima de 5 - 6 zile pentru cultivarea tulpinii in studiu.

Conform rezultatelor prezentate in literatura de specialitate [97, 120, 178], datorita
faptului ca sporii unor micromicete din genul Aspergillus au tendinta de a se aglomera odata cu
germinarea, forma morfologica predominanta a acestora este de tip peleti - grupuri sferice stabile
compuse dintr-o retea ramificata de hife, cu forme variind de la netede si sferice pana la alungite.
in aplicatiile industriale, forma data este, de obicei, preferata in procesul de fermentatie gratie
vascozitatii reduse a mediului de cultivare, fapt ce faciliteaza procesul de separare a peletilor de
mediu, precum si asigurd transferul si accesibilitatea mai mare a oxigenului si nutrientilor [137].
In acelasi timp, in cazul formarii unor aglomerari de peleti sau peleti mari, dezavantajul major
consta 1n difuzia limitata a nutrientilor si insuficienta oxigenului spre centrul activ al acestora.
Controlul dimensiunii peletilor (dispersarea acestora, fard deteriorare) reprezinta o strategie utila
pentru imbunatatirea productiei de substante active de interes biotehnologic, cum ar fi enzimele.

Tn acest sens un factor important de manipulare este viteza de agitare (rpm) [152, 187].

La cultivarea in bioreactoare, variabilele hidrodinamice exercitd o influenta mare asupra
morfologiei celulare a microorganismului [206]. In comparatie cu retortele agitate, rata maxima
de distribuire a energiei determinatd de agitare si aerare este, aproximativ, de 10 ori mai mare,
ceea ce explica diferentele considerabile in morfologia celulelor [120, 189].

In contextul celor expuse in al doilea set de experiente viteza de agitare a fost redusi pani
la 100 rpm, iar valorile celorlalti parametri raiman neschimbati. Totodatd, mediul de cultivare a
fost suplimentat cu surse aditionale de azot, incluzandu-se 9 g/L de azotat de sodiu.

n rezultat, n cea de-a doua varianta experimentala, valorile activitatii amilolitice au fost
mai inalte - 44,70 U/mL in ziua a 4-a si, respectiv, maxima de activitate -73,80 U/mL in ziua a 6-
a de cultivare, Tncadrand-se, astfel, in intervalele constatate anterior la cultivarea micromicetei in
retorte Erlenmayer.

Rezultatele obtinute au servit ca puncte de reper pentru a continua cercetdrile in vederea
stabilirii parametrilor tehnologici principali (concentratia O, dizolvat, viteza de agitare, durata
ciclului biologic etc.) la cultivarea avansata a tulpinii de fungi miceliali A. niger CNMN FD 06,
in conditii de statie pilot, cu aplicarea:

a) compusilor  coordinativi ai  bariului  ([Ba(L)3][CO(SCN)4]) si  strontiului
([Sr(L)s][Co(SCN)a));
b) nanooxizilor cuprului metalic (Cu 60 - 80 nm) si titanului (TiO,).
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4.4.1. Stabilirea parametrilor tehnologici principali la cultivarea submersa avansati a
tulpinii A niger CNMN FD 06, cu aplicarea compusilor coordinativi ai bariului si strontiului,
in conditii de statie pilot

Existd numeroase date 1n literatura de specialitate ce reflecta rolul metalelor in
metabolismul microorganismelor, acestea fiind incorporate in unele enzime microbiene - amilaze
(Ca), proteaze, polimeraze etc. [69].

Utilizarea compusilor coordinativi ai metalelor in calitate de stimulatori ai activitatii
biologice a organismelor este una dintre directiile principale de cercetare pentru solutionarea
unor probleme ale biotehnologiile moderne. Actualmente se acordd o atentie deosebitd sintezei
orientate a substantelor bioactive de catre microorganisme, datoritd particularitatilor specifice de
biosintezd, metabolismului adaptiv, ciclului scurt de dezvoltare si cheltuelilor reduse de obtinere
a substantelor biologic active. Din acest punct de vedere, microorganismele sunt recunoscute ca
surse economic avantajoase de obtinere a unei game largi de substante bioactive importante:
enzime, antibiotice, vitamine, etc. [5, 8, 9, 11, 16, 117].

Astfel, in scopul stabilirii conditiilor optime de cultivare a micromicetei A. niger CNMN
FD 06, in prezenta compusilor coordinativi ai bariului si strontiului cu ligandul L3 remarcati prin
proprietati biostimulatoare si de intensificare a biosintezei amilazelor, la nivel de statie pilot,
cultivarea s-a realizat in conditiile optime stabilite la cultivarea clasica a producatorului: volumul
mediului 2,0L, aerarea 2,0 L/L mediu/min., mediu suplimentat cu 9,0 g/L de NaNOj3. Totodata,
tinand cont de faptul cd, aditionarea nanoparticulelor, microparticulelor metalice la cultivarea A.
niger in bioreactoare poate influenta morfologia acestora [40, 53], viteza de agitare, folosita ca
factor de variere a dimensiunii peletilor au fost setati doi parametri: 100 rpm si 180 rpm.

Compusul coordinativ al bariului cu ligand polidentat, [Ba(L)s][CO(SCN)4], unde L3 -
prezinta esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic a fost inclus in mediul de cultivare in
concentratia optimd de 1 mg/L. Probele pentru determinarea activitdtii enzimatice au fost
prelevate in a 5-ea si a 6-a zi de cultivare.

S-a constatat ca compusul bariului exercitd efect pozitiv asupra acumularii amilazelor in
ambele zile de cultivare, activitatea constituind 73,85 si, respectiv, 84,33 U/mL, cu un spor de
24,6 si respectiv 14,3% fata de control (Tab. 4.16).

Desi influenta benefica a compusului se mentine la transferul cultivarii micromicetei
producatoare la nivel de fermentator, sporul relevat este mai redus comparativ cu cel stabilit la
nivel de retorta (cca 40% fata de valoarea maximala a controlului).

Contrar, la reducerea numarului de rotatii pand 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
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activitatii enzimatice asigurat de suplimentarea mediului cu metalocomplexul bariului fiind 91,6

si 84,4% fata de control, probele de referinta din aceiasi zi (Tab. 4.16).

De remarcat ca in ziua a 5-ea de cultivare activitatea amilolitici a depasit nivelul

53,9%.

IR

Tabelul 4.16. Dinamica activitatii 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, NaNOs - 9,0 g/L, in conditii de statie pilot

Activitatea amilolitica, U/mL
Conditii de agitare . %, fata de . %, fatd de
a 5-eazi > a6-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 controlul zilei/fata de maxima controlului (ziua a 6-a)

La cultivarea micromicetei in prezenta compusului strontiului [Sr(L)3][Co(SCN),], folosit
in concentratie de 5 mg/L, cu respectarea regimurilor tehnologice setate s-a constatat cd, in
ambele seturi experimentale, maximul activitatii enzimatice se marcheaza in a 5-ea zi de
cultivare Tn primul caz activitatea a constituit 59,28 U/mL, fiind cu 20% mai inalta fatd de
controlul din aceiasi zi.

La diminuarea vitezei de agitare, in conditii de statie pilot, (Tab. 4.17.) activitatea
amiloliticd a fost semnificativ mai inaltd, variind intre 56,66 - 93,90 U/mL. Tn a 5-ea zi de
cultivare activitatea a fost cu 58,4% mai inaltd fatd de martorul din aceiasi zi, practic

mentinandu-se efectul stabilit anterior la nivel de retorta (cca 40%).

Tabelul 4.17. Dinamica activitatii amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN FD
06, la cultivare avansata, cu aplicarea compusului coordinativ [Sr(L)s][Co(SCN)4], conc. 5
mg/L, NaNOs - 9,0 g/L, in conditii de statie pilot

Conditii de Activitatea amilolitica, U/mL
agitare ad-azi %, fata de a5-eazi %, fata de a6-azi | %, fatide
control control control
180 rpm 61,33+0.05 137,2 71,22+0,08 120,1 53,82+ 0.01 72,9
100 rpm 1 79 514 0.02 ig;?,{ 93,90+ 0,07 1%"133/ 56,66+ 0.03 | 76,8
Control 44,70+ 0.10 100,0 59,28+0,05 100,0 73,80+ 0.12 100,0

*% fata de controlul zilei/fatd de maxima controlului (ziua a 6-a)
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Totodata, valoarea data a depasit cu 27,2% nivelul maximal al probei de referinta relevat
la a 6-a zi. De remarcat inclusiv faptul intensificarii esentiale a biosintezei amilazelor la tulpina
producatoare in conditiile experimentului. Astfel, la a 4-a zi de cultivare activitatea enzimatica a
fost destul de nalta (79,51 U/mL) fiind practic similara cu nivelul relevat la proba de referintd in
a 6-a zi, sporul fata de controlul zilei constituind 77,9%.

Tn concluzie, cultivarea micromicetei A. niger CNMN FD 06 la nivel de statie pilot, in
conditii dirijate pe medii ce includ compusul coordinativ al strontiului - [Sr(L)3][CO(SCN),], in
concentratie de 5 mg/L, cu respectarea regimului stabilit - volumul mediului 2 L, aerarea 2,0 L/L
mediu / min, agitarea 100 rpm. - ofera posibilitatea obtinerii preparatului enzimatic amilolitic cu
activitate inalta, cu 48 h mai devreme.

Deci, compusii complecsi, care confin in calitate de ioni coordinatori atomi ai metalelor,
pot avea un rol important in obiectele biologice, manifestandu-se in calitate de stimulator sau

inhibator ai biosintezei multor substante biologic active si, mai ales, ale enzimelor.

4.4.2. Stabilirea parametrilor tehnologici principali la cultivarea avansata cu aplicarea
nanooxizilor cuprului si titanului in conditii de statie pilot

Este greu de apreciat importanta nanoparticulelor in enzimologie. Complexitatea
metabolicd a microorganismelor complica analiza si identificarea caracterului interactiunii
acestora cu nanoparticulele. Compozitia chimicad, dimensiunile, concentratia NP determina
gradul de actiune a acestora asupra caracterelor biochimice ale microorganismelor. In aceiasi
ordine de idei este recomandata corelarea actiunii NP cu parametrii tehnologici optimali de
biosintezd a producentului. Nanoparticulele oxizilor metalici sunt atractivi pentru aplicare in
biotehnologiile moderne prin faptul cd pot inbunatati si spori calitatea si randamentul produselor
biologic active sintetizate de microorganizme [3, 27, 29, 48, 61, 92, 94, 109, 127, 174, 175, 188,
190, 196, 200, 208].

Cele mentionate mai sus confirma perspectiva continudrii cercetdrilor In aceastd directie
pentru optimizarea procesului de biosinteza microbiana la tulpina 1n studiu.

Experientele au fost setate la doud regimuri de cultivare:

I - volumul mediului 2 I, aerarea 2,0 L/L mediu/min, agitarea 100 rpm;

Il - volumul mediului 2 |, aerarea 2,0 L/L mediu/min, agitarea 180 rpm.

Cercetdrile de stabilire a parametrilor tehnologici principali (concentratia O, dizolvat,
viteza de agitare, durata ciclului biologic etc.) au demonstrat (Fig. 4.8.) ca, micromiceta pe
parcursul ciclului biologic ajusteaza pH-ul mediului, acesta variind de la 4,80 (ziua a 3-ea) cu

tendinta de crestere stabila pana la 5,50 (ziua a 6-a) de cultivare, iar continutul de oxigen
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dizolvat este determinat de intensitatea proceselor fiziologice ale tulpinii, fiind remarcat un

consum maxim in faza de crestere exponentiala 88,0%, ca ulterior sa scada pana la 3,0% in faza

de declin.

e
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Fig. 4.8. Dinamica parametrilor de t°C, pH si continutul de O, dizolvat, la cultivarea
tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06, in conditii de statie pilot

Tindnd cont de rezultatele studiilor anterioare privind influenta NP asupra tulpinii in
studiu, nanooxizii metalici ai cuprului si titanului au fost aditionati la mediul de cultivare a
tulpinii producatoare In concentratii de 10 si, respectiv, 15 mg/L.

Similar experientelor anterioare, valorile superioare ale activitatii enzimatice s-au relevat
la al doilea regim de cultivare, cu picul marcat la 77,77 U/mL 1n ziua a 6-a de cultivare
(Tab.4.18).

Tabelul 4.18. Dinamica activitatii amilolitice la tulpina de micromicete A. niger CNMN FD
06 A la cultivare avansata cu aplicarea nanoparticulelor de cupru metalic (60 - 80 nm),

conc. 10 mg/L, NaNOs - 9,0 g/L, in conditii de statie pilot

Activitatea amilolitica, U/mL
Conditii de agitare . %, fata de . %, fata de
as-eazl control ab-az control
180 rpm 54,59+0,02 92,1 77,77+0,02 105,4
100 rpm 61,33+ 0,03 103,5/83,1* 81,25+ 0,02 110,1
Control 59,28+0,05 100,0 73,80+ 0,12 100,0

*% fata de controlul zilei/fata de maxima controlului (ziua a 6-a)

Dupa datele din tabel remarcam cd, la cultivarea tulpinii in studiu in prezenta
nanoparticulelor de cupru cu dimensiuni de 60 - 80 nm, activitatea producatorului a variat intre

54,59 - 77,77 U/mL - la I-ul regim, fiind practic la nivelul probei de referinta, si intre 61,33 -
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81,25 U/mL - la al Il-lea, prezentand o majorare de cca 10% in ziua a 6-a si o activitate doar cu
17% mai redusa fata de maximul probei de referinta - in ziua a 5-ea.

Astfel s-a constatat eficienta transferului tehnologiei avansate de cultivare a micromicetei
A. niger CNMN FD 06 in prezenta nanoparticulelor de cupru de la nivel de retorta la cel de statie
pilot, intensificarea activitatii relevate anterior mentinandu-se inclusiv la cultivarea Tn
fermentator, conform regimului 1l de cultivare.

Cu referire la procedeul de cultivare a tulpinii producdtoare de amilaze in prezenta
nanooxidului TiO,, efectul relevat la ambele regimuri de cultivare a fost mai benefic comparativ
cu cel stabilit la nivel de retortd. Astfel, in ambele variante experimentale s-a constatat (Tab.
4.19) intensificarea procesului de sinteza a enzimelor amilolitice, micromiceta prezentand valori
maximale ale activitatii enzimatice in a 5-ea dea cultivare. La setarea vitezei de rotatie la 180
rpm, activitatea a constituit 74,42 si, respectiv, 68,42 U/mL, in a 5-ea si a 6-a zi de cultivare,
prima valoare fiind mai inalta cu 25,5% fata de martorul zilei si echivalenta cu nivelul maximal
al acestuia.

Tabelul 4.19. Dinamica activitatii amilolitice la tulpinii A. niger CNMN FD 06, la cultivare
avansata, cu aplicarea nanoparticulelor TiO, (100 nm), conc. 15 mg/L, NaNOs- 9,0 g/L), in

conditii de statie pilot

Activitatea amilolitica, U/mL
Conditii de agitare . %, fata de . %, fata de
a 5-eazi P a6-azi >
control ontrol
180 rpm 74,42+ 0,04 125,5/100,8* 68,42+ 0,05 92,71
100 rpm 85,18+ 0,02 143,7 / 115,4* 78,06+ 0,04 100,8
Control 59,28+0,05 100,0 73,80+ 0,12 100,0

*% fatd de ontrolul zilei/fata de maxima ontrolului (ziua a 6-a)

Totodata, un efect stimulator mai pronuntat s-a evidentiat la cultivarea avansata cu
aplicarea nanoparticulelor TiO,, in concentratie de 15 mg/L, in conditii de statie pilot, conform
urmatorului regim: volumul mediului 2 1, aerarea 2,0 L/L mediu / min, agitarea 100 rpm. Astfel,
in a 5-ea zi de cultivarea activitatea a depasit controlul din aceiasi zi cu 43,7% si valoarea
maximala a probei de referinta (din a 6-a zi) cu 15.4%.

Tn concluzie, cultivarea micromicetei A. niger CNMN FD 06 la nivel de statie pilot, in
conditii dirijate, pe medii ce includ nanooxidului TiO,, efectul relevat, la ambele regimuri de
cultivare, a fost mai benefic comparativ cu cel stabilit la nivel de retortd fapt ce ofera
oportunitatea obtinerii preparatelor enzimatice cu activitate amilolitica sporitd, cu reducerea

ciclului tehnologic de cultivare a producatorului cu 24 h.
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Astfel rezultatele cercetarilor expuse in acest capitol prezintd cdile de dirijare a
biosintezei enzimelor amilolitice de catre tulpina de fungi A. niger CNMN FD 06 prin utilizarea
undelor milimetrice de intensitate joasd, aditionarea unor compusi complecsi ai metalelor de
tranzitie cat si a unor nanocompozite la mediul de cultivare steril in calitate de biostimulatori ai

procesului de enzimogeneza orientata.

4.5. Concluzii la capitolul 4

1.  Utilizarea undelor milimetrice de intensitate joasa a demonstrat influentd 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 stimuleazad 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. In rezultatul cercetarilor realizate cu utilizarea a 32 de compusi coordinativi s-a stabilit:

- din 11 compusi coordinativi ai Zn (II), Cu (II), Co (II) si Cr (II), 8 si anume: DL
Serinat Zn (1), L Serinat Zn (I1), L Serinat Zn (I1), DL Alaninat Zn (I1), L Alaninat Zn (Il), D
Alaninat Zn (II), DL Alaninat DL Serinat Zn(II), Glicinat L Serinat Zn (II), aditionati la mediul
nutritiv steril al micromicetei in studiu in concentratii de 1,0; 5,0 si 10,0 mg/L au efect de
inhibare, marcand activitati net inferioare fata de control. Cel mai profund efect de inhibare se
atestd la L Serinat Zn (IT) —doar 13,93 % fata de control (100%);

- compusii coordinativi ai Cu (II) si 5 compusi coordinativi ai Co (I1)-ului si Cr (II)-ului,
au efect de inhibare asupra sintezei amilazelor exocelulare, gradul de inhibitie fiind determinat
de concentratia aplicatd a compusului coordinativ: marirea concentratiei de la 1,0 mg/I la 10
mg/L a Co (PC); H,0O, a provocat micsorarea activitatii amilolitice la tulpina in studiu cu
51,88%);

- compusii coordinativi Glicinat DL Serinat Zn (II), Glicinat D Serinat Zn (II) si Zn (PC);
4H,0 au manifestat efect neutru sau la nivelul controlului. De remarcat ca, la marirea
concentratiei compusului Zn (PC);x4H,0, de la 1,0 la 10 mg/L s-a observat trecerea de la efect
inhibator (Img/L) la efect neutru la Smg/L si crestere neesentiala de 101,17 % la aplicarea unei
concentratii de 10 mg/L;

- utilizarea dioximatilor cobaltului cu fluor ([Co(DH),(Thio),] 3F[SiFg] 1,5H,0 si
[Co(DH),(Thio),] 2[SiFs] 3H20)), compusilor coordinativi ai Co (II) noi sintetizati
([Co(DH),(Thio),]F 3H20, [Co(DH),(Thio);]BF4 3H,0, [Co(DH)2(Py)2]BF4 H20) si compusilor
coordinativi ai Co (II) cu liganzi oximici ([Co(DH)2(Thio);] 3F[SiFg] 1,5H.0 (1),
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[Co(DH),(Thio),]2[SiFs] 3H.O (1)) a demonstrat efect de stimulare a biosintezei, odata cu
sporirea concentratiei compusilor in mediul de cultivare de la 1 mg/L la 5 mg/L. Optimala s-a
dovedit a fi concentratia de 5 mg/L;

- rezultatele obtinute la utilizarea compusului [Co(DH),-(Thio);] BF4-3H,0 arata ca,
concentratia de 1,0-5,0 mg/L, in conditiile experimentului, asigurd activitatea superioard a
amilazelor acid-labile 153,16- 158,09 U/mL. Activitatea superioara a amilazelor acid-stabile
118,08-131,27 U/mL se asigura de concentratii mai inalte de compus 10,0-40,0 mg/L, acest fapt
a fost valorificat prin brevet de inventie (Brevet de inventie MD Nr. 2833. BOPI. Nr.8. 2005),

- compusii coordinativi ai elementelor ,,s” (Ba, Sr, Ca) au demonstrat efect stimulator de
41,1% fata de controlul zilei (70,92 U/mL) la aplicarea Ba L*in concentratie de 5 mg/L. Marirea
concentratiei 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) in raport cu controlul zilei;

- aditionarea, in mediul de culturd steril, a 5 mg/L de compus coordinativ al Sr L®a
manifestat efect stimulator in ziua a 5-ea de cultivare, in marime de 57,1% fata de controlul zilei.

3. Urmare a cercetarilor de optimizare a potentialului de biosinteza a tulpinii in studiu
prin utilizarea nanoparticulelor deducem:

- utilizarea nanoparticulelor dioxidului de titan TiO, de diferite dimensiuni (TiO221 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. De remarcat cd 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. Reiesind din tendintele certe de sporire a activitatii
amilolitice si de reducere a duratei de cultivare, remarcam nanoparticulele de titan testate ca
potentiali biostimulatori ai biosintezei amilazelor exocelulare la micromiceta in studiu;

- aplicarea nanoparticulelor de cupru (CuO <50 nm si Cu 60 - 80 nm), in concentratie de
10 mg/L, in tehnologiile de cultivare a micromicetei n studiu asigurd obtinerea preparatelor
enzimatice amilolitice cu activitate inaltd in termeni restransi (cu 24 h mai devreme fatd de
control) si, respectiv, cu cheltuieli reduse.

4. Valorificarea rezultatelor obtinute prin transferul tehnologiei avansate de cultivare a
micromicetei in studiu in prezenta nanoparticulelor de TiO, (100 nm), in conditii de statie pilot, a
demonstrat depasirea controlului cu 43,7% in a 5-ea zi de cultivare, fapt ce ofera oportunitatea
obtinerii preparatelor enzimatice cu activitate amilolitica sporitd, cu reducerea ciclului tehnologic

de cultivare a producatorului cu 24h.
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5. 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 h.

6. In baza datelor obtinute s-au elaborat procedeele de sinteza orientati a amilazelor, care
se recomanda pentru obtinerea preparatelor amilolitice autohtone cu 1insusiri avansate la
cultivarea tulpinii de micromicete A. niger CNMN FD 06:

- cu aplicarea undelor milimetrice de intensitate micd, in regim continuu si periodic, care
influenteaza activitatea biosintetica a tulpinii de fungi A. niger CNMN FD 06 in conditii standard
(pH 4,7) inregistrand valoarea maximald de182,52U/mL (durata de iradiere de 60 min) si 188,33
U/mL (durata de iradiere de 75 min) si asigurand sporirea activitatii amilolitice cu 28,69%-
32,78% corespunzator.

- cu aplicarea compusului coordinativ [Co(DH),(Thio),;]BF4 3H,0, in volum de 1ml, se
asigurd sporirea activitatii de biosinteza a producatorului cu 133,85 - 140,31%;

- cu utilizarea compusilor coordinativi ai bariului si strontiului cu ligand polidentat,
[Ba(L)3][Co(SCN)4] si [Sr(L)s][Co(SCN)4] sau a nanooxizilor de Cu si Ti, care oferd
posibilitatea obtinerii preparatului enzimatic amilolitic cu activitate inalta, cu 24 - 48 h mai
devreme.

Problema stiintifica solutionata in acest capitol a constat in argumentarea perspectivelor
de utilizare a compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie si a nanoparticulelor in calitate de
amelioratori ai sintezei orientate a amilazelor exocelulare, cat si a radiatiei electromagnetice n
diapazon milimetric ca strategii de sporire si reglare a biosintezei microbiene. Compusii
coordinativi manifesta efect diferentiat de influenta (stimulare si inhibare), fiind o dovada a
perspectivei utilizarii acestora pentru obtinerea preparatelor enzimatice microbiene cu

compozitie programata.
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5. PROCEDEE TEHNOLOGICE INOVATIVE DE OBTINERE A
PREPARATELOR ENZIMATICE AMILOLITICE LA CULTIVAREA
AVANSATA A TULPINII DE MICROMICETE A. NIGER CNMN FD 06

Marea majoritate a produselor si proceselor din industriile moderne sunt considerate ca
fiind neprietenoase mediului. La toate etapele ciclului de viatd ale unui produs sau proces se
atesta impact negativ asupra mediului prin utilizarea resurselor limitate Sau prin generarea de
deseuri. Astfel, iIn contextul preocuparilor globale de mediu, accentul se pune pe industriile
sustenabile [13, 23, 31, 37, 40, 46, 49, 51, 56, 68, 75, 79, 85, 116, 128, 156, 201]. Orice
schimbare care reduce consumul de materie prima sau energie, utilizarea in calitate de materie
prima a deseurilor si valorificarea acestora este consideratd mai ecologica si mai de perspectiva.

Tehnologia enzimaticd ofera alternative curate sau, cel putin mai putin poluante, la
practicile si procesele conventionale. Utilizarea enzimelor contribuie la procese de sinteza mai
sigurd cu eliminarea tratamentelor chimice in procesele de productie.

In scopul valorificarii complexului amilolitic sintetizat de tulpina fungica A. niger

CNMN 06 au fost studiati parametrii si conditiile optime de recuperare a enzimelor amilolitice.

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

Cel mai utilizat procedeu de recuperare a enzimelor din lichidul cultural este precipitarea
frationata prin adaugarea lenta a solventului rece la o agitare energica. In acest mod rezultd un
produs mult mai curat, cu mai putine substante insolubile, mai putine polizaharide si pigmenti,
manifestand activitdti specifice mai superioare. O bund separare a enzimelor se asigurd la
precipitarea cu utilizarea diferitor solventilor organici si substantelor stabilizatoare cu
concentratii adaptate. Conform datelor din literatura [14, 41, 49, 64, 68, 77, 85] pentru
sedimentarea complexelor enzimatice sunt folosifi un sir de solventi sau amestecul acestora:
alcool etilic, alcool izopropilic, acetona etc.

Activitatea enzimelor si randamentul lor este puternic influentat de valoarea pH-ului
mediului de reactie, temperatura, durata contactului cu solventul [102]. Reesind din cele expuse,
regimurile de precipitare si separare a enzimelor din solutii se stabilesc individual, pentru fiecare
caz concret, In functie de particularitatile producatorului si a complexului enzimatic sintetizat.

In cercetdri, in calitate de solvent (S) a fost utilizat alcoolul etilic de 96° rectificat, cel mai

frecvent folosit Tn industrii adecvate. Pentru stabilirea regimurilor optimale de recuperare a
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complexului amilolitic din lichidul cultural al tulpinii A. niger CNMN FD 06 s-au studiat
urmatorii parametri ai procesului de sedimentare:
— temperatura solventului si lichidului cultural-+5°C, +10°C, +25°C;

raportul lichid cultural (LC) : solvent (S) - 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1.6;

— durata contactului lichidului cultural cu solventul: 2 si 24 de ore;

— diapazonul de pH 2,0-8,0, pentru stabilirea influentei acestuia asupra mediului de
sedimentare;

— efectul exercitat de ionii de Ca®* si Mg®" asupra procesului de sedimentare s-a studiat prin
aditionarea acestora (sub forma de cloruri) n concentratii de 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,25 si

0,30% la amestecul LC: alcool etilic (AE).

Randamentul precipitatului proteic (I/g) din lichidul cultural al micromicetei A. niger
CNMN FD 06 in dependenta de raportul LC : S a fost calculat in unitati enzimatice (U) la un
litru de lichid cultural.

Rezultatele obtinute la studierea influentei raportului LC : AE sunt prezentate in tabelul
5.1. si este de remarcat cd modificarea raportului LC : AE de la 1:1 pand la 1:6 conduce la
cresterea cantitafii de precipitat, randamentul maximal fiind inregistrat la raportul 1:5 al LC: AE,
constituind 2982 mg/L la durata timpului de precipitare de 2 ore si 3699 mg/L la durata timpului
de precipitare 24 ore. Randamentul precipitatului la durata contactului LC:S de 24 ore este in
toate variantele mai superior comparativ cu durata contactului de 2 ore constituind 3622mg/L,
3699 mg/L, 3602 mg/L corespunzator pentru variantele de concentratie a precipitatului 1:4; 1:5;
1:6 la durata de precipitare de 24 ore in comparatie cu 2891mg/L, 2982mg/L si 2918mg/L la

aceleasi concentratii a precipitatului la durata de precipitare de 2 ore.

Tabelul 5.1. Randamentul precipitatului proteic (mg/L) din lichidul cultural

al micromicetei A. niger CNMN FD 06 in dependenta de raportul LC:S.

Durata de Randamentul precipitatului proteic (mg/L)
contact si
raportul ) ) ) ) ) )
s 1:1 1:2 13 1:4 15 1:6
2 ore 2000+ 0,03 2021+ 0.01 | 2225+ 0,02 | 2891+ 0,01 | 2982+ 0,01 | 2918+ 0,02
24 ore 2010+ 0,02 2208+ 0.01 | 2579+0,03 | 3622+ 0,02 | 3699+ 0,01 | 3602+ 0,03

Rezultatele indicd cd 2 ore de contact sunt insuficiente pentru precipitarea completa a

enzimelor proteice.
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5.2. Cercetari privind particularitatile de acid-stabilitate a amilazelor sintetizate de
producator si de implimentare a preparatului amilazic ca ameliorator in panificatie

Datele din literatura [75, 85, 215] indica asupra faptului ca tulpinile de mucegaiuri
sintetizeaza doua tipuri de amilaze, conventional divizate Tn acid-stabile si acid-labile. Toti
producatorii cunoscuti de a-amilaze - reprezentanti ai genului Rhizopus si aspergilii galbeni -
verzui produc a-amilaze care manifesta activitate la valori de acid-slabe (pH 4,5-5,6), numai
reprezentantii aga numitilor aspergili negri sintetizeaza a-amilaza acid-stabild. 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 céand,
in aceleasi conditii a-amilazele acid-stabile pastreaza 90% si mai mult din activitatea initiala [75,
85]. Tn plan practic, la realizarea proceselor durabile de lichefiere a materialelor bogate n
amidon, de importantd sunt amilazele acid-stabile ale ciupercilor microscopice si termostabile
produse de bacterii, astfel, cum permit realizarea procesului la valori joase de pH (2,5-3,0) si
temperaturi sporite (65-70°C), fapt care reduce semnificativ pericolul contamindrii mediului de
reactie cu microflora de alta naturd. De perspectiva este utilizarea a-amilazei acid-stabile in
enzimoterapie in conditii de aciditate sporita a sucului gastric [75].

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. Astfel, la amilazele din lichidul cultural al tulpinii in
studiu separate prin sedimentare cu alcool etilic (C,HsOH, 96°) in raport de 1:5, a fost testatd
activitatea amiloliticd la valoarea pH 4,7 si pH 2,5 in conformitate cu metodele de testare a
stabilitatii acide a complexelor amilolitice [75]. Timpul de expunere a solutiilor de reactie la
valoarea de pH 2,5 a constituit 24 de ore si respective 168 de ore. Rezultatele obtinute sunt
prezentate mai jos (Tab. 5.2).

Tabelul 5.2. Activitatea amilolitici a amilazelor produse de micromiceta in studiu Tn
conditii de aciditate sporita

) Activitate amilolitica, U/g
Mediul de
cultivare pH 4,7 pH 2,5 pH 2,5
(martor, 24 ore) (24 ore) (168 ore)
8 311,70+ 0,02 322,58 + 0,01 300,79+ 0,01

S-a observat ca, pentru amilazele sintetizate de tulpina in studiu, scdderea valorii pH pana

la 2,5 nu conduce la inhibarea activitatii, dar se remarca sporirea activitatii de la 311,70 U/g la
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valoarea pH 4,7 pana la 322,58 U/g (24 ore), marcand o scadere usoara pe parcursul
urmatoarelor 168 de ore (300,79 U/g) la valoarea pH 2,5. Faptul ca diminuarea valorii pH-ului
nu conduce la scaderea activitatii amilazelor produse de tulpina in studiu, permite referirea
acesteia la aspergilii negri - producatori de amilaze acid-stabile.

Pentru determinarea randamentului unitatilor enzimatice la 1L de lichid cultural, in
dependentd de concentratia solventului, durata de precipitare, pH-ul lichidului cultural si
temperaturile de realizare a procesului de separare, calculele suplimentare, cu luarea n
consideratic a randamentului masei de preparat enzimatic si activitatii amilolitice, aratd ca,

concentratia optimala a solventului, care asigura cel mai inalt randament de unitati enzimatice la

1 L de LC, prezinta raportul LC:S 1:4, 1:5 (Tab. 5.3).

Tabelul 5.3. Influenta concentratiei solventului si durata de contact asupra activititii
amilazelor produse de micromiceta A.niger CNMN FD 06 (U/g)

Activitatea amilolitica, U/g
Valoarea Durata
precipitarii Concentratia solventului
pH
(ore)
1:2 1:3 1:4 1:5

2 153,8+ 0,02 277,2+ 0,01 263,1+ 0,04 269,7+ 0,02
4,7

24 161,8+ 0,01 213,6+ 0,02 212,8+ 0,01 225,9+ 0,01

2 123,96+ 0,03 132,75+ 0,03 375,80+ 0,02 271,55+ 0,03
2,5

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, mentinerea contactului pentru o duratd extinsa de 24 de ore
micsoreaza activitatea enzimatica cu 63,6 U/g. Pentru amilazele acid-stabile (pH 2,5) constatam
activitate amilazica 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 pentru 24 de ore,
ca si in cazul amilazelor acid-labile, duce la scaderea actvitatii amilazelor cu 69,54 U/g.

Determinarea activitatii enzimatice la doua valori de pH: 4,7 si 2,5 in precipitatele
obtinute, la aplicarea diferitor concentratii ale solventului si diferite durate de precipitare a
permis urmatoarele constatari:

1. La durata de precipitare de 2 ore activitatea amiloliticdi 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 (varianta LC:S 1:4) influenteaza considerabil
activitatea enzimatica pentru amilazele acid-stabile (pH 2,5) acesta inregistrand valorile
maxime de 375,80 U/g la durata de contact 2 ore, pe cand amilazele acid-labile sunt la
nivelul valorilor nregistrate la utilizarea raportului LC:AE de 1:3, de aceea putem sustine
cd, raportul optim de separare a amilazelor din lichidul cultural este LC: AE 1:4.

3. Pentru durata de precipitare de 24 de ore activitatea maximalad se manifestd 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/qg.

Astfel cum diferenta in activitatea amilolitica a preparatelor enzimatice obtinute la
raportul LC:S 1:3 si 1:4 nu este semnificativa putem recomanda raportul LC:S 1:4 ca optimal,
pentru obtinerea activitafii superioare a amilazelor.

In tabelul 5.4. sunt prezentate datele privind influenta valorii pH-ului, lichidului cultural
asupra randamentului si activitatii amilazelor. S-au inregistrat 2 maxime ale activitatii

amilolitice: la valorile de pH 4,0, pH 6,0 si pH 7,0.

Tabelul 5.4. 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
lichidului de culturi oH 4.7 oH 2.5 Randamentul, g/L
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

Randamentul amilazelor - la pH 4,0, pH 6,0 si pH 7,0, constituind respectiv 1,55 g/L si
2,80 - 2,89 g/L. Cea de a 2-ua valoare maxima a randamentului amilazelor este aproximativ de 2
ori mai superioara.

Dupa activitatea enzimatica au fost inregistrate trei maxime, la pH 4,0, pH 6,0 si pH 7,0,
indiferent de valorile pH-ului (2,5 sau 4,7). Cea mai inalta activitate enzimatica s-a inregistrat la
pH 6,0 constituind 557,99 U/g (hidroliza realizata la pH 4,7) si 839,44 U/g, (hidroliza realizata la
pH 2,5). Rezultatele obtinute indica, repetat ca, la realizarea hidrolizei in conditii extremal acide

(pH 2,5) activitatea amilazelor este semnificativ mai superioara decat in conditii ordinare de pH
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(4,7), fapt care confirma ca amilazele sintetizate de tulpina A. niger CNMN FD 06 sunt acid-
stabile.

Randamentul si activitatea amilazelor poate fi influentat de temperatura solventului si a
lichidului cultural la momentul interactiunii acestora. In tabelul 5.5 sunt prezentate datele privind
randamentul si activitatea amilazelor in functie de factorul de temperaturd a amestecului de
reactie.

Sedimentarea complexului amilazic s-a realizat din amestecul de LC cu etanol, care a fost
racit pana la temperaturile de +5°C, +10°C si la temperatura de camera +25°C.

Cel mai nalt randament de enzime s-a urmarit la temperaturi joase: 4,0735 g/L (5°C).
Daci testdm acest randament ca 100%, atunci randamentul enzimelor la 10°C contituie 79%, iar
la 25°C - 65%. Activitatea amilolitici a sarjelor de precipitat obtinute la diferite valori de
temperatura (SOC, 10°C, 250C) determinatd in conditii ordinare de pH (4,7) putin difera de la
preparat la preparat, constituind 257,91 U/g, 259,14 U/g si 260,04 U/g.

Insusirile acid-stabile ale amilazelor obtinute, insi, sunt influentate de regimul de
temperatura a procesului de precipitare. Activitatea maximala a amilazelor, dozata la pH 2,5 se

manifesta la precipitatul obtinut la 10°C si constituie 286,90 U/ g.

Tabelul 5.5. Randamentul si activitatea amilazelor din lichidul de cultura

al tulpinii A. niger CNMN FD 06 in functie de temperatura (raportul LC:S 1:4)

Temperatura, °C 5°C 10°C 25°C
Randamentul g/L 4073,50 3231,50 2649,00
Randamentul global al unitatilor pH 4,7 233,10 190,60 159,00
enzimatice, la 1 litru de LC pH 2,5 428.40 603,70 470.30
pH 4,7 257,91 259,14 260,04
Activitatea amilolitica, U/g
pH 2,5 204,54 286,90 278,59

Randamentul unitatilor enzimatice din 1L de LC este maxim la temperatura de 5°C
(233,70 U/L la petrecerea hidrolizei la valoarea pH 4,7 si la temperatura de 10°C in conditii de
pH 2,5 (603,70 U/L).

Cercetarile efecuate au permis selectarea regimului de separare a amilazelor din LC al
micromicetei A. niger CNMN FD 06 la raportul LC: AE 1:4, pH LC la precipitare 6,0, durata
timpului de precipitare - 2 ore, temperaura precipitarii 10°C, pentru amilazele utilizate in procese

industriale realizate la valoarea pH-ului 2,5.
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Randamentul global al unititilor enzimatice din 1 L de lichid cultural al
micromicetei A. niger CNMN FD 06 in functie de durata de precipitare

Pentru verificarea timpului de precipitare (contactul LC cu AE) in regimurile selectate au
fost obtinute 2 preparate amilolitice, realizdnd doua variante a timpului de contact al LC cu AE:

2 ore si - 24 de ore. Rezultatele sunt prezentate in Fig.5.1.

6000 100.5
® 100
5000 4T3
99.5
4000
99
U/g 3000 985 %
98
2000 1436.7
1116 980.7 I 97.5
1000 = T
97
0 96.5
pH 4.7 pH 2.5 pH 4.7 pH 2.5
2.627 mg/L 3.054 mg/L
2ore 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

Diferenta randamentului global al unitatilor enzimatice la 1 L de LC 1n raport procentual
constituie 1-2%. Pierderea in randamentul de masa a precipitatului la durata de contact al LC cu
AE 2 ore fatd de 24 de ore se acoperea prin activitatea mai sporita a preparatului in varianta
timpului de contact 2 ore.

Dupa gradul de puritate enzimele obtinute prin sedimentare din LC cu alcool se plaseaza
la gradul de puritate G10x. Preparatele enzimatice cu asa grad de puritate sunt permise pentru
utilizarea in diferite ramuri ale industriei alimentare: fabricarea piinii si produselor de patiserie,
in cofetdrie, in obtinerea amidonului, melaselor, siropurilor, fabricarea sucurilor din fructe si
legume, fabricarea berii etc.

Astfel, in rezultatul cercetarilor efectuate a fost stabilitd influenta parametrilor fizico-
chimici: pH, t°C, durata de interactiune a LC cu AE, raportul LC:AE (concentratia solventului),
asupra randamentului §i activitdtii enzimatice la separarea amilazelor din lichidul cultural al

micromicetei A. niger CNMN FD 06.
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Astfel prin cumularea tuturor cercetarilor realizate asupra tulpinii in studiu s-a elaborat
,»Schema tehnologica de obtinere a preparatului enzimatic amilolitic sintetizat de tulpina A.niger
CNMN FD 067, figura 5.2.

Preparatul enzimatic extras prezintd un praf de culoare albi-gri, solubil in api (la t°C 20-
25°C) si in solutii tampon de acetat si glicini. Umiditatea preparatului nu depaseste 7-13%.

Preparatul contine doua tipuri de amilaze: amilaze care hidrolizeaza amidonul in condifii
moderate de aciditate la pH - 4,7, posedand in aceste conditii o activitate de 1384,0 U/g (substrat
- amidon solubil) si amilaze acid-stabile, care realizeaza hidroliza amidonului in conditii
extremale de activitate la pH - 2,5 si poseda activitatea de 1399,0 U/g (substrat amidon solubil).

Preparatul enzimatic amilolitic, obtinut din tulpina de A. niger CNMN FD 06 se pastreaza
Tn ambalaj ermetic, in incéaperi uscate si reci. Durata pastrarii fara perderi esentiale de activitate -
9 luni.

Studierea influentei preparatelor enzimatice autohtone ca amelioratori in procesul de
panificatie deschide perspectiva utilizarii acestora si, eventual, micsorarea pretului de cost al
produselor finite. Esentiale pentru activitatea organismelor vii, enzimele folosite in panificatie
sunt componente biologice de naturd vegetald sau produse de fermentatie ale mucegaiurilor si
bacteriilor. Enzimele amilazice ajutd la imbunatatirea proprietatilor fizice (prelucrabilitate) si
biochimice (fermentative) ale aluatului, Tmbunatateste comportamentul general al aluatului in
timpul procesului tehnologic. Ele conduc la obfinerea unor produse de calitate in ceea ce priveste
structura miezului, culoarea cojii, aspectul, volumul, prospetimea si aroma produselor de
panificatie.

Caracteristicile graului de panificatie variaza in functie de conditiile climatice, conditiile
de recoltare si amestecul de soiuri din cadrul unui lot. De asemenea, calitatea fainii difera. Acesti
factori de variatie justifica folosirea amelioratorilor de panificatie, care permit celor din domeniu
sa faca paine de calitate, folosind echipamentele si materiile prime pe care le au la dispozitie.
Enzimele amilazice constituie unul din principalii ingredienti utilizati in panificatie ca
amelioratori ai calitatii, datorita capacitatii lor de a hidroliza amidonul [121, 134, 140, 184].

Valorificarea preparatelor enzimatice amilolitice, extrase din lichidul cultural al tulpinii
de A.niger CNMN FD 06 si stabilirea efectului acestora asupra calitatii piinii s-a realizat in

cadrul Laboratorului Central de Control al Asociatiilor Fabricilor de Paine al S.A. ,,Franzeluta”.
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SCHEMA TEHNOLOGICA

de obtinere a preparatului enzimatic cu actiune amilolitica la cultivarea submersa a
micromicetei A. niger CNMN FD 06 in retorteretorte, in conditii de agitare continua.

Obtinerea maielelor in retorteretorte

Mediul de cultura de baza, (g)
amidon - 3,0
faina de fasole - 9,0
tarate de grau 18,0
MgSO, - 0,5
KCI-0,5
KH,PO,-2,0
apa din robinet - 1litru, pH =5,0
8 - 10 ml apa sterila

Mediul de cultura optimizat, (g)
amidon - 3,0
faina de fasole - 9,0
tarate de grau - 18,0
MgSO, - 0,5
KCI-0,5
KH,PO,-2,0
[CO(DHz)(Th|OZ)]BF4X 3H,0 -1ml
apa distilata - pana la 1litru, pH=4,0

Material semincer pe medii inclinate

Pastrarea micromicetei

&
<

Mediul de cultura cu compusi biostimulatori (g)
amidon - 3,0
fdina de fasole -9,0
tarate de grau - 18,0
MgSO, - 0,5
KCI-0,5
KH,PO, - 2,0
a) [BaL3Co(SCN)4], conc. 1 mg/L;

b) [SrL3Co(SCN)4], conc. 5 mg/L;

¢) CuO <50 nm, conc. 10 mg/L;
d) Cu 60-80 nm, conc. 10 mg/L.
apa distilata - pana la 1litru, pH = 5,0

Cultivarea micromicetei in mediu nutritiv lichid/200 ml
n retorte Erlenmayer de 1litru

)

malt de bere - 7,0°B
agar-agar - 2,0

pH =5,0
cultura de micromicetd de 8-10 zile pe
medii de malt-agar inclinat

v

/

Cultivarea micromicetei A. niger
CNMN FD 06

malt de bere - 7,0°B

agar-agar - 2,0
pH =5,0
cultura de micromiceta de 8 - 10

zile pe agar inclinat

v

Obtinerea maielelor in retorte

<

v

Fermentarea pe agitator 180 rpm 6 mectimere, t°C = 28 - 30°C
Fermentarea pe fermentatorul BIOSTATR® A plus (Sartorius, Germania) (Fig. 2.2.) 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.

v

Filtrarea, separarea lichidului cultural de biomasa

| Analiza filtratului, acidularea pina la pH 5

Ricirea lichidului cultural si alcoolului etilic t°C + 5 + 10

ore.

Sedimentarea preparatului enzimatic cu C;HsOH 1n raport de 1:4, pH = 6,0 - 7,0, durata contactului mai mult de 2

| Separarea sedimentului preparatului enzimatic prin centrifugare |

| Uscarea si analiza preparatului enzimatic cu actiune amilolitica |
Fig. 5.2. Schema tehnologica de sinteza orientata si obtinere a preparatului enzimatic cu
actiune amilolitica la cultivarea submersa a micromicetei A. niger CNMN FD 06
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De remarcat ca, insusirile de acid stabilitate considerabil sporesc valoarea practica a
preparatului, creand conditii de realizare a proceselor tehnologice cu risc redus de contaminare
microbiand. Trierile s-au facut prin fraimantari paralele ale aluatului cu adaugarea preparatului
amilolitic cu continut cantitativ de 0,003%, 0,0035% si 0,0040%. Aluatul de control nu avea
aditivi. Preparatul enzimatic amilolitic a fost addugat la formula de coacere la etapa de
amestecare a materiilor prime. Painea a fost facutd cu fdind comerciala de calitate superioara.
Analiza prospetimii a fost efectuatd cu penetrometru prin masurarea rezistentei opuse, la o forta
aplicata, timp de 10 secunde. Actiunea preparatului enzimatic amilolitic s-a estimat la fiecare
etapd a procesului tehnologic. Durata procesului de fermentare in cele 3 variante experimentale
s-a mentinut la valori cuprinse intre 10 - 15 min. Aluatul devine mai tolerant si se remarca
ameliorarea plasticitatii. La etapa de dospire are loc cresterea volumului in variantele
experimentale, iar la coacere se imbunatateste culoarea, structura miezului si aroma produsului

finit. Rezultatele experimentale sunt prezentate n Tab. 5.6.

Tabelul 5.6. Influenta preparatului amilazic, sintetizat de tulpina fungica A. niger CNMN

FD 06 asupra indicilor tehnologici in procesul fermentativ al painii

I - Cu preparat amilazic, in Fara preparat amilazic
Indicii tehnologici cantitate de 0,003% (control)
Umiditatea fainii, % 14,8 14,8
Indicele de incidenta, sec. 416 416
Stabilitate la modelare 0,62 0,47
Porozitate, % 97 83

De mentionat cd, durata procesului de fermentare a aluatului, Tn mostrele cu preparat
amilazic s-a redus cel mai bun rezultat fiind inregitrat la adaugarea a 0,003% (34 mg/kg). Painea
din aluatul cu preparat este mai inaltd (h=95 cm), decat in probele control (h=76,5 cm). A fost
influentata stabilitatea la modelarea painii cu adaos de preparat, depasind controlul cu 0,15
unitagi.

Preparatul enzimatic cu actiune amilazicd imbunatateste calitatea painii, reduce durata
fermentarii cu 10 - 15 minute, sporeste procesul de crestere a aluatului, painea este mai stabila ca

forma la modelare.
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 ord, temperatura
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amestecului de reactie 5°C si pH-ul natural, in prezenta ionilor de Ca** in concentratie de 0,2%,
asigurd recuperarea maxima a amilazelor;

2. Cercetarile in vederea determinarii gradului de stabilitate acidd a complexelor
amilazice, sintetizate de tulpina A. niger CNMN FD 06 au demonstrat ca activitatea amilolitica
la pH 2,5 este sportita fatda de control, 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 a acid-
stabilitatii;

3. Preparatul enzimatic cu actiune amilazica, testat in Laboratorul Central de Control al
Asociatiilor Fabricilor de Paine SA ,,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 sinteza 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.

Problema stiintifica solutionata la acest capitol a constat in stabilirea parametrilor optimi
de separare a complexului enzimatic amilolitic din lichidul cultural al tulpinii A. niger CNMN
FD 06 si valorificarea preparatelor enzimatice amilolitice obtinute pentru utilizarea acestora in

tehnologiile de panificatie.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele obtinute in raport cu scopul si obiectivele formulate in cadrul tezei de doctorat

»olnteza orientata 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.

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), inregistrdnd o crestere procentuald fatd de martor cu 81,28% pentru
valoarea pH-1ui 4,7 si cu 104,88 % la valoarea de pH 2,5.

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 adaugarea 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 tratirii, iradierea cu UMM atermice stimuleaz
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 stabilitd eficienta aplicarii
compusilor coordinativi ai Co (III) cu liganzi oxalici si anioni fluorurati, cu compozitie
diferita (BF, SiFs, F[SiFg] in sfera externa, 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
[SrL3][Co(NCS)s], unde L® - prezintd esterul dimetilic al acidului 2,6-
piridindincarboxilic, in concentratii mici (5,0 mg/L) manifestd influentd 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.
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7. Utilizarea NP dioxidului de titan TiO; de diferite dimensiuni (TiO, 21 nm; TiO,<100
nm, TiSi04 <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.

8. 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 biosintezd a amilazelor, reducerea ciclului
tehnologic cu 24-48 de ore si sporirea semnificativa al activitatii amilolitice, comparativ
cu activitatea martorului.

9. Complexul enzimatic amilolitic, obtinut prin aplicarea parametrilor regimurilor
tehnologice optimale (raportul LC:AE - 1:4; durata de sedimentare - 2 ore; pH-ul
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 insusiri acid-stabile inalte, prezintd un avantaj in utilizarea acestuia in

biotehnolgiile moderne.

Aportul personal: Lucrarea a fost realizatd 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 cercetator Alexandra Ciloci

(Deseatnic). Rezultatele experimentale apartin autoarei.

Originalitatea stiintifica a cercetarilor:

A fost introdusa in cultura, ca obiect cu semnificatie biotehnologica, 0 tulpina noud de
fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 06, distincta prin capacitate inalta de sinteza a
enzimelor amilolitice extracelulare. Au fost stabilite particularitatile fiziologo-biochimice,
morfologo-culturale, exigentele nutritive si conditiile optime de biosintezd a amilazelor
extracelulare de catre tulpina producétor.

In premiera a fost evaluat efectul compusilor coordinativi ai metalelor de tipul ,,s” cu
liganzi polidentati, a unor nanocompozite de diferita origine si a radiatiilor electromagnetice in
diapazon milimetric asupra metabolismului la microorganisme, stabilitd perspectiva aplicarii

acestora 1n sinteza microbiana orientata.
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A fost relevat efectul biostimulator si stabilizator semnificativ al compusilor coordinativi
ai cobaltului(lll) cu anioni fluorurati din clasa dioximelor cu formula generala [Co(DH),L;]X'n
H.O (unde L= Thio, Anilina, Py; X=F", [BF4],, [SiFg]. asupra biosintezei amilazelor exocelulare
la tulpina Aspergillus niger CNMN FD 06.

S-a stabilit ca, compusii heterometalici ai metalelor de tip ,,s” Ba si Sr cu Co si ligand
polidentat in baza de 2,6 dicarbonilpiridind diclorura, addugati in mediul de cultivare a
micromicetei in studiu, modifica termenul de manifestare a maximei de biosinteza a amilazelor
cu reducerea ciclului de dezvoltare a micromicetei.

In baza rezultatelor experimentale au fost elaborate retete noi de medii nutritive, cu
continut de compusi coordinativi, ce asigura sporirea considerabild a activitatii amilazelor
exocelulare, precum si reducerea duratei de cultivare (Brevet de inventie MD 2836).

Evaluarea efectului unor nanocompozite ale metalelor Ti, Fe, Zn si Cu, cu caracteristici
diferite, la cultivarea tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06 in culturd submersa a demonstrat
dependenta efectului de originea metalului, structurd si dimensiunile nanoparticulelor, cat si de
concentratia aplicata. Rezultatele obtinute au fost aplicate in elaborarea procedeelor de cultivare
submersa avansata a producatorului in prezenta nanodioxidului de titan (nano- TiO,), titan siliciu
oxid (nano- TiSiO4), nano- CuO si nano- Cu 99% metalic marcate prin sporirea activitatii
amilolitice a micromicetei si reducerea ciclului de cultivare.

A fost stabilitd influenta biostimulatoare a undelor milimetrice de intensitate joasa asupra
procesului de sinteza a enzimelor amilolitice la tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN
FD 06. S-a demonstrat dependenta efectului exercitat de undele milimetrice in functie de durata
de expozitie la iradiere, lungimea de unda (A) si regimul de emitere (continuu, periodic) a
undelor milimetrice de intensitate joasa (UMM), tipul de material semincer (vegetal, sporifer)
iradiat.

Rezultate stiintifice principale: Industriei microbiologice se propune o tulpind noua de
fungi - Aspergillus niger CNMN FD 06 cu potential inalt de sinteza a enzimelor amilolitice
exocelulare. Se recomanda o variantd noud de mediu nutritiv pentru cultivarea submersa a
producatorului ce congine stimulator de origine chimica si asigura eficientd economica esentiala
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 al 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
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enzimatic amilolitic, cu activitate inalta, necesar in diverse ramuri ale economiei nationale (Act
de experimentare, Anexa 5).

Problema stiintifici importanta solutionati in lucrare consta in fundamentarea
stiintifica a utilizarii tulpinii de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 06 ca sursa nouda 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.

In aspect teoretic. Rezultatele obtinute argumenteaza perspectiva utilizarii compusilor
coordinativi, a nanoparticulelor si a radiatiei electromagnetice in diapazon milimetric ca strategie
in solutionarea problemelor valorificarii microorganismelor ca surse de substante bioactive si vor
servi ca suport stiintific informational in fundamentarea sintezei microbiene orientate a
substantelor bioactive.

Sub alt aspect, rezultatele cercetarilor de evaluare a efectului compusilor coordinativi ai
metalelor de tipul ,,s”, a unor nanoparticule ai metalelor Ti, Fe, Cu, Zn diferite dupa structura,
dimensiuni si alte caracteristici, iradierii electromagnetice in diapazon milimetric ca factori de
sporire a biosintezei amilazelor prin sinteza microbiand orientatd la tulpina de micromicete
Aspergillus niger CNMN FD 06, prezinta contributii importante in dezvaluirea interactiunii
acestor factori cu obiectul biologic si elucidarea mecanismelor de actiune.

Investigarea micromicetelor sub aspectul relevarii performantelor biotehnologice, cu
abordarea iradierii electromagnetice in diapazon milimetric (UMM) ca factor de influenta,
diversifica suportul stiintific informational in fundamentarea sintezei orientate a substantelor
bioactive, creeaza premise de elaborare a unor tehnologii avansate, ecologic inteligente, iar
potentialul campurilor electrice, desi apreciat ca enorm, este putin explorat.

In aspect aplicativ. Industriei microbiologice se propune o tulpina noua de micromicete -
Aspergillus niger CNMN FD 06 - producator de amilaze exocelulare (Brevet de inventie MD Nr.
2836. BOPI. Nr.8. 2005).

Se recomanda doud variante de medii nutritive pentru cultivarea submersd a
producatorului, ce contin stimulatori de origine chimica si asigura eficiente economice esentiale -
majorarea randamentului de amilaze si reducerea ciclului tehnologic (Brevet de inventie MD

Nr.2833. BOPI. Nr.8. 2005).
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Se propun doua procedee de sinteza orientata sporita a amilazelor la tulpina Aspergillus
niger CNMN FD 06 la cultivare avansata cu aplicarea nanoparticulelor dioxidului de titan TiO,
si a Cu metalic 99%.

In conditii de statie pilot au fost elaborate doud tehnologii avansate cu randamente
crescute de obtinere a enzimelor amilolitice prin sinteza orientatd la cultivarea submersa a
tulpinii Tn studiu cu aplicarea Tn calitate de factori reglatori a compusilor coordinativi
heterometalici (Brevet MD Nr.4847 BOPI Nr.2.2023) si a nanoparticulelor.

Au fost obtinute preparate enzimatice amilolitice cu activitate i insusiri tehnologice
inalte necesare in diverse ramuri ale economiei nationale (Act de experimentare, Anexa 5).

Aprobarea lucrarii: Rezultatele cercetarilor au fost comunicate si apreciate la
Expozitiile Specializate si Saloanele Internationale de Inventii: Saloanele internationale de
inventii: ,,ECOINVENT” (Iasi, Romania, 2003, Chisinau, 2005), ,,INFOINVENT” (Chisinau,
2004-2005, 2007, 2009), ,,INVENTICA” (lasi, 2003, 2006), ,,ECOINVENT” (lasi, 2007, 2010),
»PROINVENT” (Cluj-Napoca, 2007, 2010), ,EUROINVENT” (2009, 2010, 2013),
MeKAYHapOXHbIA CaloH M300peTeHuii 1 HOBBIX TexHomoruii <HOBOE BPEMSI» (2011), 5™
EUROPEAN EXIBITION OF CREATIVITY AND INIVATION (Iasi, 2013), Salonul
International de INVENTII INOVATII ,, Traian Vuia” (Timisoara, 2022); la a 3-ea Conferinta
Nationala cu participare internationalad consacrata 50 de ani ai ASM. (Chisindu, 1996), Congresul
al XXIll-lea al Academiei Romano-Americane de Stiinta si Arte (ARA), (Tirgoviste, Romania,
1997), Congresul al-7-lea (jubiliar) al Societatii Stiintifice a Geneticienelor si Amelioratorilor
din Republica Moldova (Chisinau, 1999), Conferinta stintifico-practicd Tehnologiile avansate in
pragul secolului 21 (Chisindu, 2000), Conferinta a XXVIII-a Nationald de Chimie (Calimanesi-
Caciulata, Valcea, Romania, 2004), Mexnynaponnas HaydHas koHdpepennus OHY um. U.N.
MeunukoBa (Omecca, 2005), Congresul al-8-lea al Societatii Stiintifice a Geneticienelor si
Amelioratorilor din Republica Moldova (Chisinau, 2005), Romanian International Conference
on chemistry and chemical engineering XIV (2005), The 11 " International Conference of the
Chemical Society of the Republic of Moldova, ,,Achievements and Perspectives of Modern
Chemistry” (Chisinau, 2007), Conferinta stiintificd nationald cu participare internationala
consacrata celei de-a 50-ea aniversare de la fondarea Sectiei de Microbiologie (Chisinau, 2009),
Al 33-lea congres al Academiei Roman-Americane de Arte si Stiinte (Sibiu, Romania, 2009),
XI™ International congress of geneticists and breeders from the Republic of Moldova (Chisiniu,
2010), Simpozionul Stiintific International ,,Sectorul agroalimentar - realizari si perspective”
(Chisindu, 2021), Conferinta stiintifico-practicd Internationala ,,Instruire prin cercetare pentru o

societate prospera”, editia a IX-a (Chisinau, 2022), Conferinta ,,Stiinta in Nordul Republicii
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Moldova: realizari, probleme, perspective” (Balti, 2023) HOG6wuneiinas koHdepeHIUs 10
MUKOJIOTHH U MUKpoOuosioruu (Mocksa, 2023).

Publicatii: In baza materialelor tezei au fost publicate 29 de lucrari stiintifice (18
articole, 11 teze si rezumate ale comunicarilor stiintifice), inclusiv 5 fara coautori, au fost
obtinute 3 brevete de inventie, 5 medalii de aur, 3 medalii de argint si 4 medalii de bronz.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tulpina de micromicete Aspergillus niger
CNMN FD 06 a fost depozitata ca producator perspectiv de amilaze exocelulare cu semnificatie
biotehnologicad in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (Adeverintd de depozitare,
Anexa 1), fiind utilizatd ca obiect biologic in cercetarile 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 capacititii de sinteza a
hidrolazelor la producétorii de origine fungica, inclusiv in cercetarile de scalare, la nivel de statie
pilot, a tehnologiilor de cultivare clasica si avansata 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, Anexa 5).
RECOMANDARI PRACTICE
1. Tulpina nouda de micromicete — A. niger CNMN FD 06 se recomanda industriei
microbiologice in calitate de sursd de preparate amilolitice cu multiple domenii de
aplicare (Brevet de inventie MD Nr. 2836. BOPI. Nr.8. 2005).
2. Pentru cultivarea tulpinii A. niger CNMN FD 06 se recomanda doud variante de medii
nutritive, ce contin stimulatori de origine chimica si asigura 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 aplcare in panificatie (Act de experimentare).
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ANEXE
Anexa 1.
Adeverinta de depozitare si pasaportul tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06

PASAPORTUL
ADEVERINTA DE DEPOZITARE TULPINI MICROORGANISMULUL

Cifrul otribuit de citre
Coleciia N i de Microorganisme
Nepatogene (CNMN): CNMN FID O6A

Deseatnic Alexandra, Condruc Viorica, Tiurin Janetta, Labliue Svetlana, Data depunerii in CNMN

(numele, premmele) 28 v Leelie 200

Colectia Nafionali de Microorganisme Nepatogene a R M. 1. Denumirea de speeie a tulpiniiz Aspergillus niger (V. Tiegh, Raper, Fenell).

- — 2. Denumiren atribuiti tulpinii de citre depozitar: Aspergillus niger 33,
("1""'"'”"“”0’2“'1&'!1{/&'0 3. Autoriiz  Descatnic  Alexandra, Condruc Viorics, Tiurin Janetia, Labline
Svetluna.
4. Originea tuly Iu]pmu o fost primith de la Instivstul Tehnologic de Cercetiiri
sir. Academici, 1, MD-2028, Chisindu, Republica Moldova atliostien. & Andblodosior (or:. SansL-Peleribury) dupd \estiey fugally. o
prrosdh de antibiotice cu 33 {Kn'm.mr KYALTYP MUKPOOREaNicson,

(adresa depozitorulu) P ny O (_P llayml 1981 ¢, 110),
po i
L. Particularitdtile mor Hl Colonii alts gl cu
dimensiunile de 5-6 cm. In diametnu, Ill‘lc\lr san pul’w-c. sporuleaed ubundcn: a
- . o e mediu de must de mal, l)dnu‘l wu f <u conidii col
icroorganismul Aspergillus niger 33 poseda capat o culoare hish avind o i . Dupd 5
Zle de cultivare bordum colonici este de culoare  albi, rar cu nunnl.\ ghlbuie,
Reversumul este de culoare galben-cafenie cu strivri rodiale. Pe mediu agarizat
o inalta capacitate de biosinteza a enzimelor amilolitice. Crapec formeasd colonii limimte de 2 - Micelinl de substrat este
disaribuit pe -uprurrqu mediului, sub
simt negre, al
centrute apoi radiale, ln maturizare se rigipesc in citeva septuri afinate dar bine
Numirul de ivegistrare, ivoest tulpinii depoitate de cie conturate de 700-800 mkm, indliimea conidioforilor variaza intre 1,5-3,0 mim,
) latimea I5-"U mem cu mcmbmn: netede, groate cu nuanid cafienie, scufun
Colectie: CNMN FD 06 A strat finle sint ute in cumrui cal
. divizindu-se in citeva colonil i bine & i
Data depozitirii:20.07.2004 sau cafenii In partea superioard, lipsegte exsudat ros tipic de mucegai.

o i i o ] Tdent inii s-a flie i G i,
Denumirea 5i adresa coletiel: COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME e A e T.:?:.'.",.'..m.'.:,::, e
NEPATOGENE a Republicii Moldova, str. Academiei, 1, MD-2028, Chisinu, Republica 2, meielbﬂk fiziologa-biochi pina creste si se dezvoltd bine pe mediu

; cu compozifin (g/1) Mind de fasole - 9.0, amidon - trije de griu - 18,0;
Moldova. MgS04 - 0.5: KHZPOS - 2,0; KCI - 0.5: apd de robinet pind a1 litru, pH-ul

inifial 55,0 Termperatura optimd de crestere si biosintesd — 28-30°C. La
lempcmlum 14-15" C wilpina nu creste. Aspergillus niger regleazh efectiv
ciditatea mediy suhrru.'n pnn Lmhzms anumitor cationi it gi prin eliminarea
care i ind de la 3,62 pind la 7,2,
Fungul uum-lmza amidonul i derivatele lui,

Director a CNMN a wdﬁ gmlj[‘ @“L $. Codreanu

DEY

A Originali Tulpina A niger 33 sinteti complexul

i de a hidroli b I bogat in amidon in condifii

moderate dc m.ulnlav.- (pH 4,7) cit gi puternic acide (pH 2.5). posedind ncid-
swubilitaten caracteristica aspergililor negri

4. Denumirea cereri ulpina de fung Aspergillus niger 33 - sursi de enzime
amilolitice.

5. Metoda, digiile si il pentru pistrarea indelungaia o
lulplni: Cultura se pastreazh pe medii inclinate de mnll (TH) la temperatura de
+4 - 5°C. Pasajele se efectucazi prin porjiuni de cliu cu conidii, odath la 2

. luni. Cregterea in termostate la temperatura + 30°C timp de 10-14 zile.

6. Metoda, Higiil
submersd in baloane Erlenmuyer de 075 litr,
compozifia optimali (p. 6) ; apd de robinet plni la 1 |Ilr\l pH ul inigial -5,
Cultivarea se cfectucaza timp de 144 ore o temperatura de 10" C i condifii de
agitare continui (180 rovmin).

7. Condifiile de verificare a vitulitigii tulpinii: Mediul nutritiv, condifiile
indicate in punctul 9.

8, Informaffii despre prezenta  proprictafilor  patogene: Cuoltura nu o este

Cultivarca

patogens
Depozitari-uutori: Deseatnic Alexandra _P‘ﬂ!hﬂ -
Condruc Viﬂrincﬁo«_?{d.
Tiurin Janctia LE L
Labliuc Svetlann m
Organizajia-depozitar: ih de B a

Maldova MD-2028, Chigindu, :'u,
Academlei. Tel/fax: T2-53-06

Director al CNMMN al RM dr. In biol, -/Zextbemsee—s, Codreanu

faptul ¢ pasaporiul de fath a fost objinut la =% L0, &F ZUUK

Colecyia confin

Reprezentantul t.o!mlacl‘klﬁrbf“wwa 5. Codreany
A
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REPUBLICA MOLDOVA

.nGenm. DE STAT
” FRDFRE'IA[EA
INTELECTUALA

BREVET

DE INVENTIE

Nr. 2836

IN TEMEIUL LEGH PRIVIND E DE T DE STAT PENTRU
PROPRIETATEA INTELECTUALA ELIBEREAZA PREZENTUL BREVET DE INVENTIE CARE
CONFERA TITULARULUI DREFTUL EXCLUSIV DE A DISPUNE DE BREVET, DE EXPLOATARE A

TIEL, DE A TERTILOR TIL PROTEJATE PRIN BREVET
FARA TIA SA re REPUBLICH

mmmvmmmmuu:auwhwmmmmm
ul < PLATH TAXELOR ANUALE LEGALE
N A AN DE

¥ # PARTE
A PREZENTULUI BREVET.

CONFIRM CELE DE MAI SUS PRIN SEMNARE $I APLICAREA SIGILIULUL

AVEOVM ORI

MD 2836 G2 2005.08.31

REPUBLICA MOLDOVA
2l g

(19) Agentia de Stat an 28364, G2

pentru Proprietatea Intelectuald 51y Int. CL Int.Cl: CI2N I/14 (2006.01)
CI2R 1/685 (2006.01)
CI2N 9/30 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2004 0226 (45) Data publicirii hotararii de
122) Data depozit: 2004.09.16 acordare a brevetului:
2005.08.31, BOPI nr. 82005

71) Solicitant: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIE! DE STINTE A REPUBLICI
MOLDOVA, MD
172) Inventatori: DESEATNIC Alexandra, MD; CONDRUC Viorica, MD; BOLOGA Olga, MD; TIURIN
Jana, MD; GARBALAU Nicolae, MD: LABLIUC Svetlana, MD; STRATAN Maria. MD
€73) Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE AL ACADEMIEI DE $TINTE A REPUBLICI
MOLDOVA, M

1=4) Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus niger 33
CNMN FD 06a
I5T) Rezumat:

1 2
Imventia s referd la bioichnologie, In particular  § 180, KHPO, 2,0, KCI 03, MgSO, 05 s

% - mediu de cultivare a tulpinii de fungi Asper- [Co{ DH)tioz] BF, 3H,0 0,005...0,040, avind pH-ul

s miger 33 CNMN FD O6a §i poate fi aplicatd in inigial 5,0,

st microbiologicd pentru ohpinerea cnzimelor Rezultatul constd in sporirea activitd(ii amilo-

‘m=dalitice litice 3i in reducerea durate de cultivare a tulpinii
Mediul mutritiv, conform inventici, confine, gL Revendicari: 1

apd: amidon 3.0, fing de fasole 9.0, Write de griv



MD 2833 G2 2005.08.31
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REPUBLICA
a0

(19) Agentia de Stat

MD 2833 G2 2005.08.31
MOLDOVA

O

an 2833 13 G2

pentru Proprietatea Intelectuali (517 Int, CL: CO7F 15/06 (2006.01)

CO7C 251/70 (2006.01); COIB 7/19 (2006.01)
COI1B 25/00 (2006.01), CI2N 1/14 (2006.01)
CI2N 9/30/(2006.01); CI2N 9/42 (2006.01)
CI2R 1/685 (2006.01): CI2R 1/80 (2006.01)
CI2R 17845 (2006.01)

(122 BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2004 0152
(22) Data depozit: 2004.06.21

(45) Data publicirii hotiririi de
acordare a brevetului:
2005.08.31, BOPI or. 872005

(71) Selicitant: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIE] DE $TINTE A REPUBLICIH MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GARBALAL Nicolae, MD; SIMONOV Yurie, MD; BOUROS Paulina, MD; DESEATNIC
Alexandra, MD; BOLOGA Olga, MD; COROPCEANU Eduard, MD; CONDRUC Viorica,

MD; CLAPCO Steliana, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE CHIMIE AL ACADEMIE] DE STIINTE A REPUBLICII MOLDOVA, MD

(54) Fluoruri de hexafluorofosfat-bis[di(tiocarbamid)bis(dimetilglioximato)
cobalt(IIT)], care posedd proprietiti de stimulator al cresterii micro-

organismelor

(57) Rezumat:
1

Invenjia se referfi la o clasd de compusi coor-

dinativi pe bazd de coball si dimetilglioxima, care

2

5 leghturi chimice si interactiuni nevalente, precum si
o pozifionare a liganzilor, care permite introduceren
ntr-un singur compus chimic individual a trei
mie Co, P i F, necesare pentru dezvol-

pot si-gi glseasch aplicare in calitate de st
§i catalizatori in difenite procese biotchnologice §i
chimice.

tarea unor microorganisme, in particular a tulpinilor
jp e micromicete din penurile Rhizopuy. Aspergillus.

Esent inventici constd in sinteza compusului Pentcllitumt,
bioactiv trans-|Co(DH)(Thio)|.F[PF,], unde DI Bevendier; |
este anionul de dimetilglioxima, 1ar Thio — tiocar- Figuri: 4
bamida, care posedd proprictafi de stimulator al
eregteni microorganismelor.

Analiza roentgenostructurald a acestul compus a 15
relevat o imbinare neobignuit a diferitelor tipur de
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2032, Republica Moldova, Chigi

str. Sarmizegetusa, 30

Fax: (+37322) 52-81-65, tel.: 55-14-45

C/d 222400008 100688 la BCA *Victoriabank"™

2032, PecnyGnuxka Mongora, r. Kuuunen,
yau., CapaMisex a, 30

Paxc: (+37322) 52-81-65, ren.: 55-14-45

dy/c 222400008 100688, n AKE “Victoriabank™

filiala nr. 8, or. Chigindu, IDNO:VICBMD2X802 & MNe 8, 1. K , IDNO:VICBMD2 X802
Codul fiscal 1002600004030; Cod TVA 0300331 Duck. wox 1002600004030; Koa HIIC 0300331
marketing@f Tuga.md www.fr Tuta.md keting(aifr luta. md www.fr luga.md
Ia nr. de la
Nr. _#2-03/20F dela 7 E5RELO

Directorului Institutului de
Microbiologie

si Biotehnologie al ASM
D-lui V. Rudic

Stimate Domn Director!

Prin prezenta, Vi aducem la cunogtinti rezultatele testirii in tehnulo!&_-,ia de "
panificatie a preparatului enzimatic amilolitic de origine microbiani a-amilaza.
Raportul despre efectuarea lucrarilor se anexeazi.

/ Cu respect .\\_\_ \53

Directorul general - N E. Baleca

0. Miculica
R53 552

oo . =

APROB:

Sef Laborator central de incerciri
S.A. ..Combinatul de Panificatic
‘ranzelua’

O, Niculica
2010

ACT

privind testarea preparatului enzimatic amilolitic de origine microbiana v-amilaza in
tehnologia coacerii painii.
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Anexa 9.
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\ \ ; p
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: siflransishuiiiFshnoldgie '
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SOCIETATEA IWENTATORII 1t DIN ROMANIA JURIUL INTERNATIONAL
Prof. univ. dr. ing.fiz. Co 15 tanfin Marin Antohi Prof, univ. dr. ing. Fioris Plzhteanu |
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Anexa 12.

Deseatnic Alexandra, Clapco Steliana, Pasa Lilia, Tiurina Janetta,
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiingifice. Constientizez ca, In caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Condruc Viorica

11.09.2024
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