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PROCEDEU DE UTILIZARE A ACESTEIA PENTRU
BIOCONVERSIA BORHOTULUI DE LA FABRICAREA
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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la o tulpind antagonista de
Trichoderma Viridae Td50, depusa sub numarul
(P)001158, la NCAIM Budapesta, prezentdnd un
caracter puternic antagonist fata de o serie de ciuperci
fitopatogene, sila un procedeu de utilizare a acesteia,
pentru bioconversia borhotului de la fabricarea etano-
lului, intr-un biopreparat antifungic, printrecerea borho-
tului de la fabricarea bioetanolului intr-un amestecator
in care se adauga 0,4...0,5% superfosfat de potasiu,
pentru normalizarea continutului de potasiu, inocularea
cu 0,1% biopreparat hidrogelifiat pe baza de

Trichoderma viridae, obtinut prin uscarea granulelor de
ciuperci Td50, formate dupa cultivare pe un mediu
Weidling agarizat, si apoi inoculate pe mediu hidro-
gelifiat, de multiplicare industriald, timp de 7 zile, si
mentinerea timp de 7...8 zile a compozitiei rezultate, cu
amestecare la o frecventa de 1 rot/h, pentru aerarea
substratului, rezultdnd un biopreparat cu eficienta
ridicatd Tn managementul fitosanitar al resturilor
vegetale.
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Tulpina antagonista de Trichoderma viride si procedeu de utilizare a acesteia
pentru bioconversia borhotului de la fabricarea etanolului intr-un biopreparat
antifungic

Prezentul brevet se referad la o tulpina antagonista de Trichoderma viride,
Tdso, depozitatd cu numarul (P) 001358 la National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganisms, NCAIM, Budapesta, si la un procedeu de bioconversie a
borhotului de la fabricarea etanolului intr-un biopreparat antifungic prin utilizarea
acestei tulpini antagoniste.

Sunt cunoscute mai multe tulpini de ciuperci antagoniste apartinand genului
Trichoderma. Brevetul SUA 5 266 316 descrie izolatul T-39 de Trichoderma
harzianum (depozitat cu numarul [-952 la Collection Nationale de Culture de
Microorganismes, Paris. Acest izolat are o rezistenta ridicata la fungicide si este
activ fatd de ciupercile producatoare de mucegaiuri (Botrytis cinerea si Sclerotinia
sclerotiorum). Biopreparatul pe baza acestui izolat este obtinut prin uscarea si
granularea unei culturi pe mediu (semi)solid; acest mediu contine amidon ca sursa
de carbon si celitd ca suport pentru retinerea apei. Compozitia rezultata in final,
care contine cel putin 105 ufc/g, este destinata aplicarii tratamentelor in vegetatie.

Brevetul SUA 5 422 107 prezinta tulpina SK-55 de Trichoderma harzianum,
numar de depozit BP 4346 NIBH, Japonia. Biopreparatul pe baza acestei tulpini
este destinat pentru tratament la sol. Acest biopreparat este realizat prin cultivare
septica, pe un mediu contindnd tarate de grau umectate la 90% apa, care este
repartizat in tavi de aluminiu.

Brevetul SUA 7 070 984 protejeaza tulpina Li49, depozitatd la ATTC cu
numarul PTA-1225. Tulpina este cultivata aseptic pe un mediu lichid, iar biomasa
este recuperata si adaugata in proportie de cel putin 10% intr-un suport organic
alcatuit din boabe de cereale, turba si compost. Biopreparatul astfel rezuitat este
utilizat pentru tratamentul solului.

Nici una din tulpinile descrise pana in prezent nu a fost destinata
tratamentului resturilor vegetale si a reducerii pe aceasta cale a inoculului primar de
agenti fitopatogeni si, implicit, a riscurilor de dezvoltare epidemica a bolilor plantelor
in urmatorul ciclu de vegetatie. Nu au fost dezvoltate biopreparate pe baza de tulpini
antagoniste din genul Trichoderma destinate managementului fitosanitar al resturilor
vegetale si nici procedee de obtinere a unor astfel de biopreparate.

Prezenta inventie descrie o tulpina de Trichoderma viride cu capacitate mare
de colonizare a resturilor vegetale, utilizabila pentru managementul fitosanitar al
resturilor vegetale, si un procedeu de conversie a borhotului de la fabricarea
etanolului intr-un biopreparat antifungic destinat tratamentului resturilor vegetale.
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Tulpina de Trichoderma viride Tdse, depozitatd cu numaru!l (P) 001358 la
National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, NCAIM,
Budapesta, a fost izolata de pe resturi vegetale. Procedeu de conversie a borhotului
de la fabricarea etanolului intr-un biopreparat antifungic pe baza de Trichoderma
viride Tdso cuprinde urmatoarele etape: (/) trecerea borhotului de la fabricarea
(bio)etanolului intr-un amestecator universal; (i) adaugarea de superfosfat in
proportie de 0,4...0,5% pentru normalizarea pH-ului si a continutului de potasiu; (i)
inocularea cu 0,1% biopreparate hidrogelifiate pe baza de Trichoderma viride Tdsy,
realizate prin uscarea granulelor formate dupa cultivarea timp pe 7 zile a ciupercilor
Td50 pe un mediu cu urmatoarea compozitie: 2 g of KH2PO4; 1,4 g of (NH4)2SOy;
0,3 g of CaCl, - 2H,0; 0,3 g of MgSO, - 7H20; 0.6 g uree; 10 mg of FeSO, - 7H,0;
2.8 mg ZnSO, - 2H,0, 3.2 mg of CoCl, - 6H.0, sirop de glucoza 80% 15 ml, 7 g
hidrogel superadsorbant pe baza de poliacrilamida si poliacrilat de potasiu
Aquasorb, apa pana la 1 litru; (iv) mentinerea timp de 7 .. 8 zile a compozitiei de mai
sus, amestecand cu o frecventa de o rotatie pe ora pentru aerarea substratuiui.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- tulpina Td50, fiind izolata de pe resturi vegetale, are o0 mare capacitate de
colonizare a unui astfel de substrat, aceasta capacitate de colonizare,
adaugata proprietatilor antagoniste fata de diferiti agenti fitopatogeni
aceasta capacitate asigura reducerea inoculului primar dezvoltat pe
aceste resturi vegetale;

- procedeul de bioconversie folosit determina o exprimare ridicata a
enzimelor care degradeaza material lignocelulozic, borhotul fiind un astfel
de material rezultat din solubilizarea macinisului de boabe de grau cu
amilaze

- procedeul de bioconversie include etape de normalizare a caracteristicilor
fizico-chimice definitorii pentru dezvoltarea ciupercilor (cum este pH-ul si
continutul de fosfor), permitand astfel realizarea unui biopreparat cu
proprietati constante.

Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatorul exemplu.

Exemplu

Trichoderma viride Pers., tulpina Tdso, a fost izolatéd de pe resturi vegetale
(vreji de fasole), din ferma Cornesti ~ judetul Dambovita. ncadrare taxonomica a
tulpinii de Trichoderma viride Tdsq este: Filumul Ascomycota, Clasa
Sordariomycetes, Ordinul Hypocreales, Familia Hypocreaceae, genul Trichoderma.

Caracteristicile morfologice ale tulpinii Td50 sunt descrise mai jos.

Dezvoltarea coloniei: 4,5-7,5(-9,0) cm diametru dupa 5 zile, pe mediul CGA,
initial + hialind, ulterior albicioasa-verde cu zone de manunchiuri de conidiofori
albastru-verzi; reversul coloniei necolorat;
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Conidiofori: ramificati piramidal, cu ramuri mai scurte spre apex;

Fialide: Tn grupuri de 2-4, destul de subtiri i adesea curbate, de (6)8-14(-20)
X 2.4-3,0 ym;

Conidii subgloboase sau elipsoidale, de 3,6-4,5 um in diametru cu peretii
aspri;

Clamidospori prezenti in miceliul culturilor mai varstnice, intercalari si uneori
terminali, cel mai adesea globosi, hialini, cu peretii netezi.

Caracteristicile fiziologice, de utilizare a diferitelor substrate, sunt descrise in
cele ce urmeaza.

Surse de carbon: opfime: manita, fructoza, riboza, glucoza (dextroza),
galactoza, manoza; dezvoltare fungald moderata pe: arabinoza, sorboza, melibioza,
maltoza, lactoza, celobioza, celuloza, amidon, inulind; dezvoltare fungalé slaba pe:
sorbitol, xiloza, zaharoza (sucroza), glicerol;

Surse de azot: optime: DL-leucina, L-cystina, DL-citrulina, DL-nor-leucina,
azotatul de amoniu, tartratul de amoniu; dezvoltare fungald moderaté pe: L-arginina,
L-leucina, glicocol, asparagina, riboflavina, sulfat de amoniu, carbonat de amoniu,
fosfat monobazic; dezvoltare fungaléd slaba pe: triptofan, tirozina, D-serina, lizina,
uree, azotati de sodiu, calciu si potasiu;

Temperatura: temperatura optima. 20-25°C; temperatura minimé&. 2°C,
temperaturd maxima: 37°C;

Reactia substratului de culturd: pH optim: 4.0-5.5; dezvoltare slaba a
ciupercii la valori de pH de la 9,0 1a13.0.

Tulpina Tdsp, este puternic antagonista fatd de ciupercile fitopatogene:
Fusarium graminearum, F. culmorum, Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Altemaria
alternata, Sclerotinia sclerotiorum, Stemphylium radicinum $.a.

Pentru obtinerea biopreparatului s-a aplicat urmatorul procedeu.

Tulpina Td50 de Trichoderma viride este cultivatd pe mediu Weidling
agarizat, repartizat in eprubete cu mediu inclinat. Cultura de pe mediu agarizat este
reluata si utilizata pentru inocularea mediului hidrogelifiat, de multiplicare industriala
(cu urmatoarea compozitie: 2 g of KHzPO4;1,4 g of (NH4)2SO4; 0,3 g of CaCl, -
2H,0; 0,3 g of MgSO, - 7H,0; 0.6 g uree; 10 mg of FeSO, - 7H,0; 2.8 mg ZnSO, -
2H20, 3.2 mg of CoCl, - 6H,0, sirop de glucoza 80% 15 ml , 7 g hidrogel
superadsorbant pe baza de poliacrilamida si poliacrilat de potasiu Aquasorb, apa
pana la 1 litru). Mediul hidrogelifiat este repartizat in pungi de polietilena, sterilizat
prin autoclavare la 121°C si inoculat cu ciuperci T. viride Td50. Dupa 7 zile
amestecul semisolid, hidrogelifiat, rezultat este omogenizat cu un turbomixer Si
uscat pe sita de inox si hartie de filtru, in curent de aer cald la 35°C.
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Procedeu de conversie a borhotului de la fabricarea etanolului intr-un

biopreparat antifungic pe baza de Trichoderma viride Tdsg implica urmatoarele

etape:

e trecerea substratului epuizat de la cultivarea ciupercilor Pleurotus intr-
un amestecator universal,

e adaugarea de superfosfat in proportie de 04..0,5% pentru
normalizarea pH-ului si a continutului de potasiu;

e inocularea cu 0,1% biopreparate hidrogelifiate pe baza de
Trichoderma viride Tdsg, realizate prin uscarea granulelor formate
dupa cultivarea timp pe 7 zile a ciupercilor Td50 pe un mediu cu
urmatoarea compozitie: 2 g of KH,POy4; 1,4 g of (NH4)2.SO4; 0,3 g of
CaCl, - 2H,0; 0,3 g of MgSO, - 7H,0; 0.6 g uree; 10 mg of FeSO, -
7H20; 2.8 mg ZnSO4 - 2H,0, 3.2 mg of CoCl;, - 6H,0, sirop de glucoza
80% 15 ml, 7 g hidrogel superadsorbant pe baza de poliacrilamida si
poliacrilat de potasiu Aquasorb, apa pana la 1 litru;

¢ mentinerea timp de 7 .. 8 zile a compozitiei de mai sus, amestecand cu
o frecventa de o rotatie pe ora pentru aerarea substratului.
Biopreparatul astfel obtinut a fost testat din punct de vedere al

antagonismului fatd de Fusarium graminearum Schw. DSMZ 4527
(teleomorfa Gibberella zea Schw. Petch). Ciuperca toxigena a fost cultivata
pe mediu inclinat cartof — glucoza - agar. Dupa 7 zile de crestere, cultura a
fost reluatd in tampon fosfat salin, pH 7,2, adus& la 10° ufc/ml si inoculata
(0,1 ml/ g) peste paie de grau sterilizate prin autoclavare. Acelasi tratament a
fost aplicat si unor variante experimentale tratate aseptic (anterior,
concomitent sau ulterior) cu biopreparat realizat conform exemplului (0,1 g la
10 g de paie) si cu inocul de T. viride Td50 reluat de pe mediu Weidling
agarizat, inclinat (inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie).

Paiele au fost trecute apoi aseptic pe placi Roux, inchise cu dopuri de
vata, care contineau cate 5 g de vermiculit steril, umectat cu cate 5 ml de apa
sterila. Placile au fost incubate timp de 21 zile la 25°C si in lumina
fluorescenta cu dominanta in UV apropiat (2 lampi F40 BLB, doua lampi F40
CWX, Philips). Vermiculitul a fost re-umectat de doua ori pe sdptamana.
Captarea ascosporilor s-a realizat cu ajutorul unor lamele de microscop 25 x
75 mm, tratate cu silicon si plasate la 10 mm de gatul placii Roux. Dupa 21
de zile s-a lasat vermiculitul sd se usuce timp de 5 zile, dupa care a fost re-
umectat abundent cu 7 ml de apa sterila. Aceasta alternantd a favorizat
ejectarea sporilor din apoteci. Spori captati Tn uleiul siliconi au fost numarati
la microscop, pe 25% din suprafata lamelei. Fiecare varianta experimentala a
fost realizata in trei repetitii, iar intregul experiment a fost repetat o data.
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Datele au fost interpretate pe baza testului Friedman pentru masurari
repetate. Rezultatele sunt prezentate in tab.1. de mai jos.

Tab.1. Influenta aplicarii biopreparatului pe baza tulpinii T. viride Tdsg
si a suspensiei de ciuperci antagoniste T. viride Tdsy asupra producerii de
ascospori de catre Fusarium graminearum DSMZ 4527 (teleomorfa
Gibberella zea).

Ascosspori
. . o (x10°) per % fata de
Varianta experimentala om? de martor
substrat?

Martor, paie de grau neinoculate cu
microorganisme antagoniste, inoculare 0,1 m| 12,2 a -
suspensie 10° ufc/ml per g de paie
Pre-inoculat cu biopreparat cf. ex.1, inoculare 0,1
ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie 1.27d 10,41
Inoculat concomitent cu biopreparat cf. ex.1,
inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de 249 c 20,41
paie
Post-inoculat cu biopreparat cf. ex.1, inoculare 0,1 372¢ 30,49

ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie

Pre-inoculat cu 0,1 ml suspensie Tdsg 108 ufe/ml
per g de paie, inoculare 0,1 ml suspensie 10° 1,22d 10,00
ufc/ml per g de paie

Inoculat concomitent cu 0,1 ml suspensie Tdsg 108
ufc/ml per g de paie, inoculare 0,1 ml suspensie 243 c 19,92
10° ufc/ml per g de paie

Post-inoculat cu 0,1 ml suspensie Tdsy 10° ufe/ml
per g de paie, inoculare 0,1 ml suspensie 10° 5150 42 21
ufc/ml per g de paie

2- valorile urmate de aceeasi literd nu diferd semnificativ pentru testul Friedman la 0,05 nivel
de incredere.

Rezultatele demonstreaza cad tulpina Td50 este eficientd in reducerea
dezvoltarii si sporularii ciupercilor fitopatogene si toxigene F. graminearum. Tulpina
conditionatd sub forma de biopreparat este mai eficace in cazul aplicarii dupa
inocularea cu ciuperci toxigene. Acest fapt, similar celui care apare in conditii
naturale, este datorat probabil exprimarii semnificative a enzimelor implicate in
metabolizarea substratului lignocelulozic Tn ciupercile Tdsg conditionate sub forma
de biopreparat.
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Revendicari

1. Tulpind antagonista de Trichoderma viride, Tdso, depozitatda cu numarul (P)
001358 la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms,
NCAIM, Budapesta, caracterizatd prin aceea ca este puternic antagonista
fatda de ciupercile fitopatogene: Fusarium graminearum, F. culmorum,
Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Sclerotinia
sclerotiorum, Stemphylium radicinum

2. Procedeu de conversie a borhotului de la fabricarea etanolului intr-un
biopreparat antifungic pe baza de Trichoderma viride Tdso caracterizat prin
‘aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: trecerea borhotului de la
fabricarea (bio)etanolului intr-un amestecator universal, adaugarea de
superfosfat in proportie de 0,4...0,5% pentru normalizarea pH-ului si a
continutului de potasiu; inocularea cu 0,1% biopreparate hidrogelifiate pe
baza de Trichoderma viride Tds, realizate prin uscarea granulelor formate
dupa cultivarea timp de 7 zile a ciupercilor Td50 pe un mediu cu
urmatoarea compozitie: 2 g of KH2POys; 1,4 g of (NH4).SO4; 0,3 g of CaCl; -
2H,0; 0,3 g of MgSO, - 7H,0; 0.6 g uree; 10 mg of FeSO4 - 7H,0; 2.8 mg
ZnSO, - 2H,0, 3.2 mg of CoCl; - 6H0, sirop de glucoza 80% 15 ml, 7 g
hidrogel superadsorbant pe baza de poliacrilamida si poliacrilat de potasiu
Aquasorb, apa pana la 1 litru; mentinerea timp de 7 .. 8 zile a compozitiei
de mai sus, amestecand cu o frecventa de o rotatie pe ora pentru aerarea
substratului.
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