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Abstract:  Seven inorganic nitrogen sources in the fermentation with Bacillus subtilis producer of alpha-
amilase were swudied. As a resull of the experiments ammonum sulphate and ammonium
phosphate have been proved favorable, depending on utilizated strain other sources as suitable
alternatives have been identified for fermentative process.

Cunoscutéi specie probiotici, Bacillus subtilis este 5i un important producitor de
enzime amilolitice si proteolitice. Aceste enzime pot fi valorificate, avind largi aplicatii
in enzimologia practicd de profil.

Utilizind tulpini amilolitice, au fost experimentate diferite surse de azot anorganic
in fermentatie in vederea cultivini lor in refeta standard de biosintezi,

Material st metode

S-au utilizat tulpini de Bacillus subtilis, cultivate in condifii sterile, pe agitator
rotativ la 180 t/minut.
Rejeta de biosintezi standard a fost urmiitoarea:

Nutrient Broth.......... 8g
Amidon................. 10g
NaCl.....covivverininnnns 5g
e e oo lg

Api distilati. ....... 1000 ml
S-a ajustat pH-ul initial la valoarea de 6,8 - 7,2,
In toate experientele s-a lucrat cu doud tulpini codificate GHy, §i Ghy,. Cultivarea
s-a realizat in flacoane Erlenmayer de 500 ml tip A cu 100 ml mediu de biosinteza, iar
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intr-o alth vananti in flacoane de 500 m! cu trei gicane §i 100 ml mediu, pentru a
favonza aeratia.

Durata fermentatiei a fost de 40 de ore.

Toate experientele au fost insoiite de martor pentru fiecare tulpini,

Indicii biochimici investigafi au fost urmiitorii:

- ADN (g%) utilizind metoda DISCHE modificati de BURTON,

- ARN (g %) metoda cu orcinol,

- Proteine totale (mg/ml) metoda LOWRY,

- alfa amilazi (umoli maltozi/ml) metoda HOELTING si BERNFELD  mndificatt,

- gama amilazi (xmoli maltozi/ml) metoda SUMYZINE,

- catalazi (U/ml) metoda iodometrici,

- proteaze (umoli tyr/mi} metoda KUNITZ,

~biomasd (g %) metoda gravimetrici.

Condifii experimentale: izolarea din sol, cultivarea in tuburi de agar inclinat,
cultivare in flacoane Erlenmeyer de 500 ml mediu de biomasi, .

Variante de lucru: vy 0.3 g%, v, 0.4 g%. v3 0,5 g%, v4 0,65 g%. S-a lucrat cu
urmitoarele surse de azot anorganic: sulfat de amoniu. fosfat de amoniu, clorura de
amoniu, carbonat de amoniu, azotat de amoniu, azotat de sodiu, azotat de potasiu.

Rezultate si discutii

Rezultatele obfinute sunt sintetizate in tabelul 1 gi graficul 1.

Cel gapte surse de azot anorganic experimentate pentru biosinteza alfa amilazei au
reliefat o buni fermentatie cind a fost utilizat sulfatul de amoniu, azotatui de amoniu $i
in parte, azotatul de sodiu 51 potasiu.

in cazu! sulfatului de amoniu, s-au obfinut la variante 20,6 si 25 pmoli maltozi/ml
fagi de martor, unde valorile alfa amilazei s-au situat la 15,6 si 18,3 pmoli maltozi/ml,

Sulfatul de amoniu influenteazi pozitiv biosinteza alfa amilazei dupi cum urmeazi:
la tulpina GHy, se observi o biosintezi clard la variantele ce le individualizeazi;
performanti lor fiinc notabiid §i cu repercusiuni clare. Desi la v, biosinteza este un pic
mai mici, la v,, v3 §i v4 ea este superioard martorului (martor 15,64 si 18,13 ymoli
maltozi/ml iar la variante: 20,6, 25 umoli maltozi/ml). Aceasta face ca ionul amoniu si
influenteze esential metabolismul in aceastd directie. Pentru viitor, este un bun cigtigat
in reteta de mediu ce se va propune.

tn cazul fosfatuiui de amoniu, situatia este oarecum paradoxal3, in timp ce la tulpina
GHy, variantele prezintd valori care sunt superioare martorului, creind impresia unei
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surse potenfiale viabile, tulpina GH;, se comporta invers, valorite la variante fiind sub
martor, ficind impresia ci aceastd tulpini nu agreazii fosfatul de amoniu.

In acest caz ionul amoniu influenteaz insiisi biosinteza enzimei care este influenfata
negativ. Este clar ci aceastd surs3 este dependenti de tulpini si in cazuri anume poate da
rezultate certe.

Ciind a fost utilizatd ca sursd clorura de amoniu, rezultatele au fost concludente.
Tulpina GHy, reprezinti la martor valoarea de 13,5 ymoli maltoza/ml iar la v;- v, valon
superioare martorului (15,2; 16,6 pmoli maltozi/ml) iar Ja tulpina GH3,, martor 22,5
umoli maltozi/ml §i v;-v, valori intre 19,59-13,16 pmoli maltozi/ml.

in cazul folosirii azotatului de amoniu s-au ob{inut cele mai concludente rezuitate.
La martori s-au objinut 28,2 umoli maltozi /ml iar la v; la ambele tulpini s-a realizat o
biosintezi de 31,5 umoli maltozi/ml. $i celelalte variante au realizat biosinteze bune dar
nu ta mvelul lui v;. Se justifici pecesitatea unui anumit procent care introdus,
influenteazi decisiv biosinteza. Este posibil ca influenia si fie si din partea ionlui amoniu
dar si a surselor de azot, fapt care ar putea si fie decisiv pentru o fermentatie reugita.

Utilizdnd carbonatul de amoniu ca surs de azot anorganic au fost obtinute cele mai
slabe rezultate fafi de martor care a prezentat o cantitate alfa amilazicd acceptabili. fn
variante, doui au prezentat zero, alta 2,1 pmoli maltozi/ml iar ultima 11,4 pmoli
maltoza/mi. La tulpina GHy, rezultatele au fost la jumitatea martorului, ceea ce ne face
si considerim o anumiti degradare a substanfei inainte de a intra in metabolism.

Introducerea in experiment a azotatului de potasiu a influenfat intr-o oarecare misurd
biosinteza, iar aceasta nu s-a ridicat la nivelul martorului. La tulpinile GHyy, vy, Vo, vy
a fost superioard martorului, iar la tulpinile GHy, toate variantele au fost superioare
martorului ceea ce denotd o influentd pozitivd a ionului de amoniu din substan3.
Biosinteza este performants in cazul azotatului de amoniv, §i prezinti sanse intr-o
eventuald utilizare in refeta de mediu (tuipina GHy, martor 14,5 pmoli maltozi/ml, v,
16,5; v4 16,1; v4 15,6 pmoli maitozi/ml, tuipina GH,, martor 10,25 pmoli maltozi/ml.
vy 11,4 vy 10,57; v5 11,9; v4 14,2 pmoli maltozi/ml).

In sfarsit, azotatul de sodiu utilizat a prezentat in cazul martorilor o valoare normali
jar la variante usoare cregteri ale activitifii alfa amilazice. Martor tulpina GHy; 12,3
pmoli maltoza/mi i tulpina Ghy; 11 pmoli maltozi/ml, iar vanantele intre 9si 12,5
umoli maltozi/mi, tulpina GHy, intre 8 §i 14 gmoli maltozi/ml.

Pe ansamblu, in experientele efectuate s-au obfinut rezuitate notabile, cele mai bune
rezultate obfinindu-se cind a fost utilizat sulfatul de amoniu, azotatul de amoniu §i mai
modeste la azotatul de sodiv §i azotatul de potasiu.
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De remarcat este faptul c3 efectele adausului de azot sunt influentate decisiv de
tulpina utilizati, ca i de concentrafia substangei introduss in experiment.

Concluzii

1. In experimente au fost utilizate urmiitoarele surse de azot organic: suifat de
amoniu, fosfat de amoniu, azotat de amoniu, azotat de potasiu, azotat de sodiu, cloruri
de amoniu §i carbonat de amoniu.

2. In toate experimentele au fost utilizate dous tulpini si anume GH,, si GHj,,
fiecare experiment avéind cite un martor al fiecirei tulpini utilizate.

3. Sursele de azot anorganic ce au fost utilizate, au fost introduse in concentratiile
0,3, 0,4, 0,5, 0,65 g%.

4. Rezultatele obtinute sunt diferentiate fie datoriti concentraiei mici sau influentei
intime a ionului considerat activ.

5. Rezultatele cele mai semnificative au fost obfinute la utilizarea surselor de azot
anorganic: sulfatului de amoniu, azotatului de sodiu §i potasiu, azotatului de amoniu.

6. Experientele cu diverse surse de azot anorganic s-au dovedit benefice, existind
posibilitifi reale de imbunatatiri a activithfii alfa-amilazei, produs de bazi in fermentatia
cu Bacillus subtilis.
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Tahelnd 1
Inflnenta diferitelor surse de azotat snorganic asupra bicsintesel o-amilaxei oo Bacillus subeills
e i
Nr.
crt.
1. Sulfat de GHy, 15,64 | 14,91 | 18,57 | 13,57 | 20,61
amoniu >
GH,,; 18,31 | 18,71 | 15,50 | 15,52 | 25,0
2, Fosfat de GHg 10,31 | 17,98 | 21,64 | 10,67 | 11,84 i
amonit
GH,, 7.2 2,78 0,14 0,14 1,02
3. Clorurk de GH, 13,50 | 16,37 | 15,20 | 16,67 | 15,94
amoniv
GHy, 22,51 | 19,59 | 13,89 | 13,16 | 16,37
4. Azoiat de GH,; 28,22 | 31,43 | 15,20 | 21,64 | 26,92
amoniu
GHy; 28,22 | 27,78 | 24,12 | 23,98 | 23,39
5. Carbonat de GH,, 10,23 | 1,40 ] 2,05 0,0 0,0
amoniu
GHy,; 12,00 | 7,75 5,56 1,75 4,09
6. Azotat de GHg 14,62 | 16,52 | 15,08 | 6,16 15,64
potasiv
GH,, 10,23 | 11,55 | 10,97 | 11,84 | 14,i8
1. Azotat de GH,y 12,28 | 8,77 12,13 | 10,09 | 10,09
sodiu
GH 10,96 | 7,89 10,23 | 13,60 | 9,65

Legendh: M = martor
VY = varianti
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Fig. 1 ~ Influemga diferitelor surse de azot anorganic asupra alfa-amilazei cu Bacilus subtilis



