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Inventia se referd la biotehnologie, in special la o tulpind noua de ciuperci, care poate fi utilizatd in industria
farmaceutica pentru obtinerea preparatelor medicamentoase si in industria alimentard pentru obtinerea produselor cu
aroma pronuntata de ciuperci.
Sunt cunoscute ciupercile de tipul Lentinus edodes (Berk.) Sing., care se cultivd pe medii cu o compozitie complexa si
se caracterizeaza printr-o aroma slab pronuntata de ciuperci [1].
Mai sunt cunoscute tulpini de ciuperci bazidiale, capabile sa se dezvolte la suprafatd sau in profunzimea mediilor
lichide.
Biomasa obtinuta de ciuperca siitaka (Lentinus edodes (Berk.) Sing.) este utilizatd ca material pentru insdmantare in
vederea inmultirii miceliului, precum si pentru obtinerea prafului de ciuperci [2].
Dezavantajul acestei tulpini constd in productivitatea ei joasa: 30...40 g la 100 g de glucoza utilizata si lipsa aromei de
ciuperci.
Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in obtinerea unei astfel de tulpini, care ar poseda o productivitate
inalta si o aroma pronuntatd de ciuperci.
Esenta inventiei consta in faptul ca se propune o tulpina noud de ciuperci Lentinus edodes (Berk.) Sing. din Colectia
Nationald de Microorganisme a Institutului de Microbiologie al AS RM cu nr. CNM-FB-01 — producatoare de biomasa.
Rezultatul inventiei consta in faptul ca tulpina propusa:
— poseda o productivitate inaltd: 65...75 g de biomasa la 100 g de glucoza utilizata, iesirea maxima a biomasei
constituie 14,1...21,3 g/L dupa masa uscati;
— poseda o aroma pronuntatd de ciuperci.
in afard de aceasta, tulpina propusi poate fi cultivati pe medii ieftine, cu o compozitie simpld, cum ar fi maltul, mediile
minerale cu adaos de melasa, extract de levuri, decoct de rumegus de stejar.
Rezultatul obtinut este determinat de particularitatile biochimice ale tulpinii. Tulpina propusd posedd o activitate
enzimaticd si biologica inalta. Din corpul fructifer i biomasa ciupercii se extrage polizaharida - lentinan, care determina
proprietatile curativo-profilactice. De rand cu acestea, proprietitile biochimice ale tulpinii determind aroma sa
pronuntata de ciuperci.
Tulpina propusa a fost izolata in cultura pura din ciuperca Lentinus edodes, adusa din China.
Cultura se pastreaza pe malt-agar neutru la temperatura de 4°C in colectia Institutului de Microbiologie al AS RM.
Pentru cultivarea tulpinii poate fi utilizat mediul nutritiv cu urmatoarea componenta, (g/L):
decoct de rumegus de stejar — 10,00;
NH,4C1 - 2,00; KH,PO, - 2,00; KCI - 1,20;
MgSO, * 7H,0 - 0,25; pH - 7,00.
Caracteristicile morfoculturale
— Pe mediile cu malt agarizat si minerale colonia de ciuperci este alba, pufoasa, hiferele sunt situate radial.
— Marginile coloniilor — pe dreapta.
— Primordiile apar la a 34...36 zi dupéd inoculare. Mediul si miceliile In acest caz capétd nuante bruna si brun-
inchisd, lamelele regulate.
— Este caracteristica prezenta artrosporilor, grosimea hifelor fiind de 1,25...3,00 pm si 5,02...6,25 pm.
La imbatranire, pe alocuri, coloniile devin brune-inchise, se observa dezvoltarea corpilor fructiferi cu bazidiospori
maturi.
La suprafata maltului lichid (6° dupa Baling) se observa o peliculd miceliald pufoasa cu o aroma placuté de ciuperci. La
cultivarea indelungata, miceliul capata nuantd dubla bruna-inchisa, la suprafatd se formeaza primordii mature si corpi
fructiferi.
La cultivarea in profunzime pe medii cu decoct de rumegus de stejar si mediu mineral cu melasa si extract de levuri
miceliul creste sub forma de sfere miceliale. Grosimea hifelor ating valorile 2,0...4,0 pm. Miceliul poseda aroma de
ciuperci.
Caracteristica fiziologico-biochimica
Tulpina propusd a ciupercii Lentinus edodes (Berk.) Sing. nr. CNM-FB-01 este aeroba. Temperatura optima de
dezvoltare este de 26°C; pH optimal — §,0.
Comportamentul fatd de sursele de carbon: asimileazd glucoza, galactoza, rafinoza, manitul, amidonul, lignina si
celuloza. Comportamentul fata de sursele de azot: utilizeaza peptona, asparagina, ureea.
Cresterea in cultura este stimulata de adaosurile de natura vegetala: coaja de stejar, rumegus de stejar.
Se observa reactia pozitiva fatd de celulozele extracelulare si sinteza enzimelor proteolitice.
Proprietatile antagoniste: manifesta proprietati antagoniste fata de tulpinile Candida albicans.
Exemplu de realizare a inventiei
Tulpina Lentinus edodes (Berk.) Sing. este cultivata pe rand pe medii lichide cu urmétoarea componentd, g/L:

1. Malt (6° dupa Baling) pH 7,0
2. Mediu mineral cu melasa, g/ L:

Melasa 25,0
(NH4),SO4 3,0

KH,PO, 1,2
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Extract de levuri 2,0

pH 7,0

apa panalalL
3. Mediu mineral, g/L:

decoct de rumegus de stejar 10,00
NH,C1 2,00
KH,PO, 2,00

KCl1 1,20
MgSO, * 7TH,0O 0,25

pH 7,00

apa pandlalL

Mediile se toarna separat in baloane cu agitatoare cu capacitatea de 750 ml. Volumul mediului in baloane constituie 250
ml.

Pentru fardmitarea ulterioard a micelului, la fundul baloanelor se presoard bucatele de faianta.

Mediile se insamanteaza cu inoculum in cantitate de 10...20% vol. Cultivarea se efectueaza pe agitatoare la 200 rot/min.
Temperatura de incubare a ciupercii pe toate mediile studiate este de 26...28°C, timp de 10...14 zile. La sfarsitul
incubdrii, la ziua a 10-ca si a 14-ea, se determind biomasa uscata calculatd la 1 L de mediu.

A fost determinatd biomasa obtinutd la cultivarea ciupercii Lentinus edodes (Berk.) Sing. pe mediu cu malt (6° dupa
Baling) in urmatorul raport dintre volumul mediului si al suspensiei de miceliu inoculat (10% miceliu din volumul
mediului).

S-a determinat cantitatea de miceliu uscat in g/L la ziua a 10-ea de cultivare. S-a determinat superioritatea cultivarii in
profunzime fatd de cultivarea la suprafata.

Cantitatea minimad de biomasa obtinuta la raportul dintre volumul mediului si al inoculumului de 9:1, la cultivarea la
suprafatd constituie 11,0 g/L si la cultivarea in profunzime — 14,1 g/L.

Cantitatea maxima — la raportul 5:5, la suprafata — 13,4 g/L, in profunzime — 21,3 g/L.

A fost studiata productivitatea tulpinii Lentinus edodes (Berk.) Sing. la cultivare pe mediu mineral cu melasa si extract
de levuri la diferite marimi ale pH-lui. S-a determinat cd acumularea maxima a biomasei se observa la pH-ul initial de
8,0 si constituie 5,7 g/L.

Cercetand cresterea Lentinus edodes (Berk.) Sing. in mediul mineral cu decoct de rumegus de stejar cu addaugarea
diferitelor surse de carbon: glucoza, galactoza, rafinoza, manit, zaharoza, amidon, xiloza, lactoza s-a determinat ca cele
mai bune surse de carbon sunt: maltoza, amidonul, xiloza, lactoza.

A fost studiata dependenta vitezei de crestere Lentinus edodes (Berk.) Sing. pe acelasi mediu mineral cu decoct de
rumegus de stejar de sursa de azot: NaNOs, (NH4)SO,, (NH4),HPO,, (NH,4),C,H,O4, NH,CL

Cea mai buna crestere a fost constatatd in cazul utilizarii (NH4),HPO4 — 133 g/L, o crestere buna s-a observat in cazul
(NH,4),C4H,;04 51 NaNO; — corespunzator 100 si 83 g/L.

A fost studiata influenta CaCO; asupra cresterii tulpinii Lentinus edodes (Berk.) Sing. in profunzime. Acumularea
zilnica a biomasei alcatuieste 19,9 g/L la concentratia de 0,1% CaCO; si 25,0 g/L la concentratia de 0,01% CaCO;, ceea
ce constituie 105-133% fata de martor fara CaCO;.

Au fost obtinute date despre acumularea biomasei ciupercii Lentinus edodes (Berk.) Sing. in comparatie cu cea mai
apropiatd solutie la cultivarea in profunzime pe mediu cu decoct de rumegus de stejar, procentul caruia constituie 2, 5,
10, 25, 50. Cantitatea miceliului uscat se determina la ziua a 10-ca si a 14-ea de cultivare.

A fost determinatd superioritatea evidentd a tulpinii propuse fatd de solutia cea mai apropiata. Cantitatea maxima de
biomasa obtinuta pe mediu cu 25% de rumegus la ziua a 10-ea constituia 8,3 g/L. La adaugarea a 50% de rumegus se
obtin 12,8 g/L de biomasa. Pe cand pentru solutia cea mai apropiata avem corespunzitor 6,7 si 9,3 g/L. Astfel, tulpina
propusa de ciupercd comestibila Lentinus edodes (Berk.) Sing. manifesta o bund crestere pe mediile lichide, ce contin
surse ieftine si accesibile de carbon, azot. Pe aceste medii, la pH-ul optim de 8,0 a fost obtinutd urmatoarea
productivitate maxima: 13,4 g/L la cultivare la suprafata si 21,3 g/L — in profunzime.

Cele mai bune surse de carbon sunt: maltoza, amidonul, xiloza, lactoza. Cantitatea de biomasa constituind 96...115 gla
100 g de glucida asimilata.

Cele mai bune surse de azot s-au dovedit a fi: (NH,),HPO,, (NH,),C4H,0¢, NaNOQO;. Cantitatea de biomasa la miceliu
uscat acumulata pe mediul cu NH,CI constituie 83...133 g/L.

Cercetarile au demonstrat superioritatea tulpinii propuse fatd de prototip in ce priveste acumularea biomasei.

Continutul de proteind (N, X 6,25) In biomasa tulpinii propuse constituie 28,8...36,0% la biomasa uscatd, in functie de
mediul si varsta miceliului.

Continutul de aminoacizi in miceliul cultivat in profunzime pe malt, in % la proteina totald, este urmatorul:

lizina 4,05 valind 3,93
histidina 1,60 metionina 3,00
arginina 3,94 leucina 2,39
acid asparagic 20,82 serind 2,51
treonina 4,75 glicind 11,10

alanina 4,19 acid glutamic 5,59
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fenilalanina urme

Masa miceliald, cultivata la suprafata si in profunzime, poseda o aroma pronuntata de ciuperci.

Miceliul, uscat la 40°C, isi pastreazi aroma timp de céteva luni. Biomasa miceliald contine toti aminoacizii esentiali. In
plus, tulpina formeaza in culturd pe medii solide si lichide corpi fructiferi cu spori maturi, ce determina posibilitatea
utilizarii ei in activitatea de selectie.



