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CNMN-FB-01

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la cultivarea submersa a tulpinii de
fungi Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-
FB-01, producétoare de biomasa care poate fi
utilizatd  pentru  fabricarea  preparatelor
medicamentoase cu proprietati curative si
nutraceutice.

Procedeul de cultivare submersa a
tulpinii de fungi Lentinus edodes (Berk) Sing
CNMN-FB-01 prevede inocularea materialului
semincer in cantitate de 10% v/v pe mediul
nutritiv, care contine, g/L: NH4sNO; 0,20,

2

KH,PO4 1,30, MgSO4 7H,O 0,35, tris(2,6-
dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-p-
(izotiocianato-1,2kN)-(diizotiocianato-
2kN)bariu(IT)cobalt(Il) 0,005-0,015, malt de 5°
Balling restul, si cultivarea la agitare continua
la temperatura de 28-30°C in decurs de 144 de
ore.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in
reducerea ciclului de cultivare cu 48 de ore si
sporirea productiei de biomasa.

Revendicari: 1



(54) Method for submerged cultivation of Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-

FB-01 fungi strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to
biotechnology, namely to the submerged
cultivation of Lentinus edodes (Berk.) Sing.
CNMN-FB-01 fungi strain, producer of
biomass that can be used for producing
medicinal preparations with curative and
nutraceutical properties.

The method for submerged cultivation
of Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-
01 fungi strain provides for the inoculation of
seed material in the amount of 10% v/v into a
nutrient medium, containing, g/L: NH4NO3
0.20, KH,PO4 1.30, MgSO4+7H,O 0.35,

2
tris(2,6-dimethyl pyridinedicarboxylate-
1kONO)-di-p-(isothiocyanato-1.2kN)-
(diisocyanato-2kN)barium(IT)cobalt(II) 0.005-
0.015, beer wort 5°Balling the rest, and
cultivation with continuous stirring at a
temperature of 28-30°C for 144 hours.

The technical result of the invention
consists in reducing the duration of cultivation
by 48 hours and increasing the production of
biomass.

Claims: 1

(54) Cnocod riayouHHOT0 KyJbTHBHpPOBaHus mramma Lentinus edodes (Berk.)

Sing. CNMN-FB-01

(57) Pedepar:
1

W3zobpetenne OTHOCHTCS K
OMOTEXHOJIOTUH, @& WMEHHO K TIIyOMHHOMY
KyJIbTHBUPOBAaHHIO IITaMMa rpuboB Lentinus
edodes  (Berk.)  Sing. = CNMN-FB-01,
MPOU3BOJUTENS OMOMAacCChl, KOTOpas MOXKET
ObITh  WCHONB30BaHA IS TOJYyYEHHs
JIEKapCTBCHHBIX ITIPETapaToB C JICUCOHBIMH H
HYTpaleBTHYECKUMHU COHCTBAMH.

Crnoco6 rryOMHHOTO KYJIbTUBHPOBAHMUS
mramMma TpuboB Lentinus edodes (Berk.) Sing.
CNMN-FB-01 npexycmatpuBaeT HHOKYJISAIHIO
CEMEHHOro Marepuaia B konmuyectse 10%
00./00. B mHTaTENBHYIO Cpeny,  KOTOpas
comepxur, T/m: NH4sNO;3; 0,20, KH,PO4 1,30,

2

MgSO4-7TH,O 0,35, Tpuc(2,6-IuMeTHI
mupuanHIIKapookcmat-1kONO)-nu- -
(m3otHormanato-1,2kN)-(aun3ornuanaTo-
2kN)6apwuii(1l)xooansr(I1) 0,005-0,015,
nuBHOE cycino 5° bamnmmHra ocransHOE, U
KyJIbTUBHPOBAHUE  IPH HETPEPHIBHOM
nepemMelinBaiuu npu temmneparype 28-30°C B
teyeHue 144 gacos.

TexHUYECKUH pe3ynbTaT H300peTEeHHS
COCTOUT B COKPAIICHHH IMPOJODKUTSIHHOCTH
KYJIbTUBUPOBaHHA Ha 48 4acoOB W MOBBIIICHUU
HPOHU3BOJCTBA OMOMACCHI.

I1. hbopmyisr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la cultivarea submersa a tulpinii de fungi
Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01, producatoare de biomasa care poate fi utilizata
pentru fabricarea preparatelor medicamentoase cu proprietdti curative si nutraceutice.

Bazidiomicetele se refera la obiecte micologice de perspectivda pentru cultivarea in
profunzime 1in calitate de sursa suplimentara de proteine si substante bioactive valoroase.

Totodata, fungii Lentinus edodes se caracterizeazd prin viteza mica de crestere, fapt ce
provoaca scaderea productivitatii culturii ca urmare a asimilarii neefective a substratului. Pentru
elaborarea tehnologiilor intensive de cultivare si sporire a productivitatii sunt necesare cercetari de
stabilire a particularitatilor fiziologice ale speciei in raport cu diversi biostimulatori specifici de
diferita origine (Ycauéra P. B. ®usnonoro-6noxumMuueckue 0COOCHHOCTH HEKOTOPBIX IITAMMOB
KyJbpTHBHpYyemoro rpuba Lentinus edodes (Berk.) Sing. ducc. k61, Boponex, 2003).

In ultimele decenii in scopul modificarii biosintezei substantelor bioactive la
microorganisme intensiv se studiaza compusii coordinativi ai elementelor 3d, dintre care unii,
alaturat sporirii biosintezei principiilor bioactive manifestd §i capacitate de intensificare
(accelerare) a proceselor biosintetice exprimate in reducerea ciclului de dezvoltare a
microorganismului (MD 2837 G2 2005.08.31).

Este cunoscut procedeul de obtinere a masei miceliale la cultivarea diferitor variante ale
speciei Lentinus edodes pe medii ce contin in calitate de stimulatori ai sintezei biomasei tarate si
melasd, si, selectiv, saruri minerale [1].

Dezavantajul acestui procedeu consta in calitatea nesatisfacatoare a biomasei, in particular,
aroma slab pronuntata de ciuperci, perioada lunga de cultivare 10-13 zile.

Mai este cunoscut procedeul de obtinere a biomasei miceliale la cultivarea ciupercii
Lentinus edodes timp de 8-10 zile pe medii ce contin in calitate de stimulatori ai sintezei biomasei
must de bere (4° Balling) la pH 5,0-6,0 [2].

Dezavantajul acestui procedeu consta in cantitatea micd de biomasi sintetizatd - 10 g/L.
Maxima biosintezei (10 g/L) se atinge in ziua a 7-a de cultivare. Procesul de acumulare a biomasei
este 1nsotit de scaderea pH-ului mediului pana 1 valoarea 3,0-3,05, ceea ce inhiba cresterea activa a
culturii, provocand “imbatranirea” ei. In aceste conditii continuarea cultivarii pana la 8-10 zile nu
este oportuna, deoarece la pH-ul 3,0 acumularea biomasei nu are loc si cultura trece in faza
stationara.

Cea mai apropiatd solutie dupa esenta tehnicd si rezultatul obtinut este procedeul de
cultivare a tulpinii Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01, utilizatd in calitate de produs
alimentar, care se realizeaza timp de 8-10 zile, pe un mediu nutritiv ce contine ca ingrediente de
baza must de bere, melasa, ulei de floarea soarelui. Temperatura de cultivare este de 20-27°C, pH
initial 5,0-5,5. Cantitatea maximald de biomasa acumulata 1n conditiile solutiei proxime constituie
22,4 g/L [3].

Dezavantajul procedeului constd in durata lungd de cultivare - 10 zile, instabilitatea
manifestarii maximei de biosinteza la 8-10 zile, iar in conditiile nutritive simplificate de mediu
potentialul de sinteza intensiva a biomasei miceliale a producatorului se realizeaza partial.

Problema pe care o rezolvd inventia consta in reducerea duratei de cultivare a
bazidiomicetei Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01 cu asigurarea unui nivel inalt de
sinteza a biomasei miceliale.

Problema este rezolvatd prin procedeul de cultivare submersd a tulpinii Lentinus edodes
(Berk.) Sing. CNMN-F-01, care consta in obtinerea materialului semincer, inocularea lui in
cantitate de 10% v/v pe un mediu nutritiv, care contine, g/L: NH4sNO3z 0,20, KH2PO4 1,30,
MgSO4-7H,O 0,35, tris(2,6-dimetil  piridindicarboxilat-1kONO)-di-p-(izotiocianato-1,2kN)-
(diizotiocianato-2kN)bariu(I1)cobalt(1) 0,005-0,015, malt de 5° Balling restul, pH initial 5,0-5,5,
si cultivarea la agitare continua la 180-200 rot/min la temperatura de 25-28°C in decurs de 144 de
ore.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in reducerea ciclului de cultivare a tulpinii de
bazidiomicete Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01 cu 48 de ore: 144 ore in varianta
experimentald fatd de 192 ore in varianta proxima (in lipsa compusului coordinativ) si sporirea
productiei de biomasa miceliala cu 35,7-38, 2% fatd de varianta proxima.

Rezultatele obtinute pot fi conditionate de imbogatirea mediului nutritiv cu cationi bivalenti
ai metalelor cu rol biologic semnificativ pentru dezvoltarea microorganismelor (Co?*, Ba%*).
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Avantajele inventiei:

- Biomasa se obtine la etapa cresterii vegetale a miceliului ce permite in termen redus obtinerea
unui produs standard calitativ la nivelul produsului din corpi fructiferi.

- Obtinerea unei cantitdti sporite de biomasa miceliald valoroasa de Lentinus edodes cu spectru
larg de activitate biologica.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Materialul semincer (miaua) se obtine la cultivarea in profunzime pe mediul nutritiv de
baza timp de 8-10 zile a miceliului tulpinii Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01 de 20 de
zile crescut pe suprafete inclinate de malt-agar.

Se prepara mediul nutritiv cu compozitia, g: NHsNOs - 0,20; KH2PO, - 1,30; MgSO,-7H,0
- 0,35, malt de 5° Balling pana la 1L, pH-ul 5,0-5,5.

Mediul pregatit se repartizeaza a cate 200 ml in colbe Erlenmeyer cu volumul de 0,75 L.
Dupa sterilizare (1 ora, 1 atm.) si ricire pana la temperatura de camera, mediul se inoculeaza cu
maiaua obtinutd preventiv in raport de 10% v/v. Cultivarea se realizeazd in conditii de agitare
continud (200 rot.-min.?), timp de 8 zile, la temperatura de 28°C.

Solutia apoasd a compusullui coordinativ tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-p-
(izotiocianato-1,2kN)-(diizotiocianato-2kN)bariu(ll)cobalt(ll) cu formula [BaLs-u-(NCS),-
Co(NCS);], unde L reprezinta esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic, cu concentratii
de 0, 0025, 0, 005, 0,010 si 0,015 g/L, prealabil tratatd in baie cu ultrasunet tipul DA-96 DADI
timp de 1-2 minute péana la dizolvare completd, se aditioneaza la mediul de cultivare steril
simultan cu materialul de inoculare. Biomasa miceliald sintetizatd se separa din lichidul cultural
prin filtrare mecanicd. Masa uscatd de miceliu sintetizat s-a determind prin céntarire.
Monitorizarea biomasei s-a efectuat in dinamicd pe parcursul zilelor a 6-a, a7-a si a 8-a de
cultivare, perioada in care cultura la cultivare clasicd manifestd maxima de biosinteza (Tabel).

Tabel
Influenta compusului coordinativ tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-
di-u-(izotiocianato-1,2kN)-(diizotiocianato-2kN)bariu(IT)cobalt(I) asupra acumularii biomasei

Variante Concen., Ziua a 6-a Ziuaa 8-a
g/L g/L %/martor** g/L %/martor
0,0025 24,27 | 118,8 23,67 115,7
Procedeul revendicat 0,005 28,15 137,6 25,23 123,3
0,010 27,76 | 135,7 24,98 122,1
0,015 27,13 | 132,6 24,70 120,7
Solutia proxima* 17,32 100 20,46 100

*Mediul nutritiv, g/L: must de bere 270-320; melasa 50-70; ulei de floarea soarelui 0,5-1,5;
apa restul, pH initial 4,5-5,0.
**Calculele sunt efectuate fatd de maxima solutiei proxime (ziua a 8-3).

Procedeul de obtinere a compusului tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-p-
(izotiocianato-1,2kN)-(diizotiocianato-2kN)bariu(l1)cobalt(11):

Tiocianatul de bariu dihidrat cu masa de 0,08 g (0,025 mmoli) si tiocianatul de cobalt
trihidrat cu masa de 0,06 g (0,025 mmoli) s-au dizolvat in 7 mL de metanol (solutia 1). 2,6-
piridindicarbonildiclorura cu masa de 0,16 g (0,075 mmoli) s-a dizolvat in 15 mL de metanol
(solutia 2) (raportul molar Ba?":Co?*":2,6-piridindicarbonildiclorurd este 1:1:3). La agitare
permanentd solutia 1 se adauga la solutia 2, dupa care solutia obtinutd de culoare albastra a fost
refluxatd timp de 3 ore. Dupa refluxare, solutia a fost filtratd si lasata la temperatura camerei
pentru cristalizare. in doua zile, in solutia filtrata s-au format cristale albastre sub forma unor
prisme. Randamentul constituie 43% (0,11 g).

Gasit, %: C 36,75; H 2,76; Ba 13,51; Co 5,84; N 9,74.

Pentru Cs:H27BaCoN7O12S, calculat, %: C 36,71; H 2,68; Ba 13,54; Co 5,81; N 9,67.

Nivelul maximal de biomasa miceliald in varianta experimentala s-a marcat in ziua a 6-a de
cultivare si a constituit 28,15 g/L la concentratia complexului [Bals-u-(NCS)2-Co(NCS),] de
0,005g/L si 27,76 g/L la concentratia de 0,010 g/L, depasind maxima solutiei proxime (20,46 g/L
in ziua a 8-a de cultivare) cu 37,6% si, respectiv, 35,7%.
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Exemplul 2

Tulpina Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01 se cultiva in colbe Erlenmeyer cu
capacitate de 0,5 L cu 100 mL de mediu nutritiv in restul conditiilor egale exemplului 1.

Nivelul maximal de biomasa miceliala in varianta experimentala s-a marcat in ziua a 6-a de
cultivare a producatorului si a constituit 29,30 g/L la concentratia complexului [BaLs-pu-(NCS),-
Co(NCS);] de 0,005 g/L si 28,70 g/L la concentratia de 0,010 g/L, depdsind maxima solutiei
proxime (21,2 g/L in ziua a 8-a de cultivare) cu 38,2% si, respectiv, 35,4%.

Cercetarile au fost efectuate in cadrul proiectului 20.80009.5007.28 din Programul de Stat
2020-2023 al Rep. Moldova cu finantarea de catre ANCD.
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(57) Revendicari:

Procedeu de cultivare submersa a tulpinii Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-F-01,
care constd in obtinerea materialului semincer la cultivarea in profunzime pe mediu nutritiv de
baza timp de 8-10 zile a miceliului de L. edodes de 20 de zile crescut pe suprafete inclinate de
malt-agar, inocularea materialului semincer in cantitate de 10% v/v pe un mediu nutritiv, care
contine, g/L: azotat de amoniu (NH4sNO3) 0,20, monofosfat de potasiu (KH2PO.) 1,30, sulfat de
magneziu (MgSOa4-7H20) 0,35, tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-p-(izotiocianato-
1,2kN)-(diizotiocianato-2kN)bariu(ll)cobalt(ll) 0,005-0,015, malt de 5° Balling restul, pH initial
5,0-5,5, si cultivarea la agitare continud la 180-200 rot/min la temperatura de 28-30°C in decurs de
144 de ore.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniiu, Republica Moldova
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