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Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitatii de biomasa miceliana obtinuta in vitro.

Inventia se refera la un procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a
miceliior din tulpini de Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitati de biomasa
miceliané obtinuta in vitro.

Prnin acest procedeu, utilizidndu-se formule imbunatatite de medii nutrtive
suplimentate cu extract de compost specific culturii ciupercilor champignon (Agaricus
bisporus), se asigurd un start mai bun si o crestere mai rapida a miceliilor de
Pleurotus eryngii cultivate in vitro. In plus, utilizarea acestui procedeu are efect
amplificator de etapa in fluxul biotehnologiei producerii de miceliu pentru ciupercarii,
obtinandu-se un spor semnificativ de productie.

Este cunoscut faptul ca ciupercile din grupul Pleurotus constituie agenti foarte
eficienti de reciclare biologica a difentelor deseun/subproduse lignocelulozice agro-
forestiere sau provenind din industria alimentard, textild, a hartiei, etc. in cadrul
grupului, specia Pleurotus eryngii (DC.:Fr) Quel se distinge prin
bazidiocarpii/ciupercile cele mai mari, cele mai gustoase atunci cand sunt gatite si cu
cea mai mare penoada de pastrare in stare proaspata.

Incadrarea lor sistematica este urmatoarea: regnul Fungi, diviziuneal/increngétura
Basidiomycota, clasa Agaricomycetes, ordinul Agaricales, familia Pleurotaceae,
genul Pleurotus (Fr.) P.Kummer

Sunt cunoscute diferite metode de obtinere a mediului de cultivare a miceliilor de
Pleurotus eryngii ca de exemplu:

Brevetul RO 121718 - "Metoda de producere a miceliului comercial de ciuperci
comestibile, pe substraturi constituite din deseuri viti-vinicole” utilizeazd medii
nutritive constituite preponderent din deseuri vegetale, rezultate in cursul proceselor
de prelucrare agroindustnala, care se aplica in agricultura si in vinificatie, respectiv, a
coardelor si a frunzelor de vita de vie, precum si a tescovinei din struguri.

Brevetul RO 128413 - "Tehnologie pentru produs miceliu de ciuperci cu ajutorul
microundelor” se refera la obtinerea miceliului de ciuperci in conditii sterile prin
dezinfectarealsterilizarea cerealelor sortate, prespéalate si preinpregnate cu ajutorul
campului de microunde, fara a realiza un grad ridicat de incalzire a suportului.
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Brevetul MD 1522 — ,Procedeu pentru cultivarea ciupercilor Pleurotus” - cuprinde
tratamentul blocurilor de substrat inoculate cu un cAmp magnetic alternativ pulsat cu
o inductie de 40-50 uT si o frecventa de 16,5 Hz, timp de 15 minute, cu plasarea
ulterioara a acestora in ferma de ciuperci pentru crestere.

Brevetul RO 108697 — "Suport de crestere, pentru miceliu intermediar inocul de
Pleurotus sp si procedeu de realizare a acestuia” — prezintd etapele succesive
reprezentate prin obtinerea si utilizarea urmatoarelor biopreparate pe medii/suporturi
nutritive solide: cultura-stock - cultura purd reprezentativd pentru o
izolata/tulpinad/specie, pastratd pe medii agarizate in colectie, la +1-3°C, frigider;
cultura-mama - culturé pura obtinuta direct din cultura-stock, printr-un singur transfer
Ipasaj pe mediu proaspat agarizat; miceliu intermediar (inocul) - se obtine prin
inocularea cu miceliu dintr-o cultura-mama a unui flacon cu suport granulat (boabe
grau)/suport lemnos (baghete din lemn) steril; miceliu comercial - materialul biologic
pentru insdmantare in ciupercarie, obtinut in flacoane din sticld/polipropilenad sau
pungi din polipropilena cu suport granulat sterilizat, prin inoculare cu miceliu
intermediar (Brev.Inv.RO 108697 B1-1994; Mateescu si Zagrean, 2003; Zagrean,
AV., 2008).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unor medii nutritive
pentru cultura in vitro a miceliilor unor tulpini de ciuperci din specia Pleurotus eryngii,
folosind un extract de compost specific cultivarii ciupercilor Agaricus bisporus, care
asigura si sustin cresterea mai rapida, un start mai bun si un amplificator de etapa in
productia de miceliu pentru ciupercarii si/sau pentru obtinerea unor cantitati sporite
de biomasa miceliana cu multiple utilizéri in domenii diverse: nutritie, prevenirea si
tratarea unor afectiuni medicale, prevenirea imbatranirii premature.

Procedeul biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitatii de biomasa miceliana obtinuta in vitro
conform inventiei se desfasoara in doua etape.

- etapalfaza obtinerii $i propagérii culturilor-mama pe medii agarizate;

- etapalfaza tehnologica a propagarii/subcultivarii submerse a miceliilor, in mediu
lichid, pentru utilizare ca inocul/miceliu lichid sau pentru obtinerea de biomasa
miceliand/fungica.

Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitatii de biomasa miceliana obtinuta in vitro,

e
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constd in aceea ca se prepara un extract de compost pentru ciupercile Agaricus
bisporus folosind 200 g compost gata preparat si macinat cu particule <1 mm; care
se lasa la macerat intr-un vas cu 2.0 | apa distilata timp de 4 ore la temperatura de
25°C, amestecandu-se de 2-3 ori; acesta se strecoara prin sitd find, iar lichidul
rezultat se filtreaza la vid; depozitul solid ramas se resuspenda in 0,5 | lichid din
prima extractie si se fierbe 10 min; se filtreaza din nou, iar lichidul rezultat se
amesteca impreuna cu primul , utilizat ca supliment organic complex atat in etapa
obtinerii si propagarii culturilor-mamé& pe medii aganzate cat si in etapa
propagarii/subcultivarii submerse a miceliilor in mediu lichid, pentru utilizare ca
inocul/miceliu lichid sau pentru obtinerea de biomasa miceliana/fungica.

Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitati de biomasa miceliana obtinuta in vitro,
pentru obtinerea de cultura-mama pe mediu nutritiv cu extract de compost se
procedeaza astfel:

- se prepara extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus,

- se prepara mediul de culturd solid (agarizat): extract de cartofi 2,4% + extract de
malt 1,7% + extract de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus 50 ml /L + agar
2%;

- mediul nutritiv se aduce la valoarea de pH 6,5 si se repartizeaza in flacoane de
500/1000 mi cu dop care se sterilizeaza in autoclav 20 min la 121°C;

- mediul sterilizat se scoate din autoclav si se repartizeaza in placi Petri (@ 90 mm),
cite 15-18 ml mediu/placa in conditii sterile

- dupa 24 ore, placile Petri cu mediu solid agarizat sunt inoculate, la hota sterila cu
flux laminar: in mijlocul fiecarei placi Petri se dispune cate un fragment rotund de
inocul cu @ 5 mm recoltat de la marginile coloniilor miceliene ale culturilor-stock din
colectie;

- placile inoculate sunt incubate timp de 10-12 zile la 25-27°C (incubator/termostat),
pana cand miceliile in crestere acopera intreaga suprafatd a mediilor de cultura; rata
de crestere a miceliului este de 183 % pe varianta cu extract de compost fata de
varianta martor, dupa 7 zile de la inoculare la temperatura de 25 -27 °C.

Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitatii de biomasa micelianad obtinuta in vitro,
pentru propagarea/subcultivarea submersa a miceliilor in mediu lichid se procedeaza
astfel:

Hi-
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- se prepara extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus,

- se prepara mediul de cultura lichid: extract de cartof 2,4% + extract de drojdie 2 g/L
+ K;HPO4 1 g/l + extract de malt 2 g/L + fructozd 10 g/L + extract de compost 50
mi/L si se aduce indicele pH la valoarea de 6,5;

- mediul lichid preparat se repartizeaza in flacoane Erlenmeyer inchise cu dop, se
sterilizeaza in autoclav 20 min la 121°C; se scot din autoclav si se lasa sa se
raceasca la o temperatura sub 28°C intr-o incinta sterila.

- flacoanele cu mediu lichid sunt inoculate la hota cu flux laminar cu miceliu provenit
din culturiie-mama pregatite, respectiv cu cate 4-5 fragmente rotunde de miceliu
recoltate cu @ 5 - 10 mm din marginile coloniilor miceliene ale culturilor-mama;

- flacoanele cu mediu lichid inoculat sunt incubate pe agitatorul orbital cu 100 rpm la
intuneric timp de 14 zile, la 25-27°C;

- miceliile tulpinilor testate sunt separate de lichidul din flacoane prin filtrare;

- biomasa obtinuta se spala de mai multe ori cu cu apa distilata;

- biomasa este apoi deshidratata (uscata) la etuva timp de cca. 36 ore la 40°C, pana
cand masa cantdritd ramane constanta; sau este liofilizata ;

- rata de crestere a cantitatii de biomasa uscata este de 152,93% raportata la 1000
ml solutie nutritiva fata de varianta martor.

Inventia, prin imbunatatirea retetei de mediu de propagare in vitro, prezinta
urmatoarele avantaje:

- pe fluxul de producere a miceliului pentru insdmantare se reduce timpul de obtinere
al produsului final, cu economii energetice;

- se reduce perioada de incubare a miceliilor cultivate in vitro

- scade posibilitatea aparitiei si dezvoltarii infectilor cu microorganisme (fungi,
bacterii) concurente/potential patogene;

- se imbunatateste starea de nutritie a micelilor, acestea capata valente
suplimentare de vigoare si rezistenta la factori biotici/abiotici adversi,

- se asigura o pregatire mai buna pentru procesul de colonizare a substratului de
cultura dupa insamantare si pentru fructificare;

- miceliu pentru insdmantare - "miceliu lichid”, obtinut prin cultivare submersa asigura
o viteza sporitd de crestere in substratul lignocelulozic si, ca urmare, colonizarea
rapida a acestuia si micgorarea riscului dezvoltdrii microorganismelor contaminante
in perioada premergatoare fructificarii;

AN
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- "miceliu lichid” asigurda o puritate exceptionald a materialului biologic de
ins@mantare, reprezentat prin miceliile speciilor de ciuperci propagate

- usurinta deosebita cu care pot fi manipulate;

- in cazul obtinerii de biomasa miceliana, mediul mai bogat in elemente nutritionale
asigura, atat sporirea cantitatii de biomasa, cat si o calitate superioara a acesteia
printr-un continut sporit de compusi bioactivi cu utilizdri in medicina, farmacie,
industrie agro-alimentara.

- miceliul crescut in culturd submersd pefin medii lichide pentru obfinerea de
biomasa fungica are diverse intrebuintari in produse nutraceutice, extracte utilizate in
protocoale pentru intarzierea imbatranirii, prevenirea si tratarea unor afectiuni;

Se da in continuare un exemplu de realizare in legatura si cu fig. 1 - 10 care
reprezinta :

Fig. 1 — Schema procedeului biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a
miceliior din tulpini de Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitti de biomasa
miceliana obtinuta in vitro.

Fig. 2 — Efectul extractului de compost asupra cresterii micelilor de P.eryngii pe
medii agarizate, incubate 7 zile la temperatura de 25-27 °C. Variantele de mediu
nutritiv V4 si Vs contin extract de compost (foto)

Fig. 3 — Cresterea miceliului la 3 tulpini de Pleurotus eryngii pe medii agarizate
suplimentate cu surse de azot, carbon si minerale, incubate 7 zile la temperatura de
25-27 °C pe placi Petri (@ 90 mm). Variantele de mediu V4 si Vs contin extract de
compost (grafic)

Fig. 4 — Efectul extractului de compost asupra cresterii miceliilor de P.eryngii pe
medii agarizate, incubate 10 zile la temperatura de 25-27 °C pe placi Petri (@ 90
mm) — Varianta de mediu nutritiv V7 contine extract de compost (foto)

Fig. 5 - Cresterea miceliului la 3 tulpini de Pleurotus eryngii pe medii agarizate
suplimentate cu surse de azot, carbon si minerale, incubate 7 zile la temperatura de
25-27 °C. Varianta de mediu V7 contine extract de compost (grafic)

Fig. 6 — Cantitatea de biomasa uscata obtinuta in culturd submersa (g/L) la Pleurotus
eryngii - tulpinile PeM-41 si PeM-45. Varianta de mediu nutritiv lichid V7 contine
extract de compost. 14 zile de incubare la 25-27 °C (grafic)

Fig. 7 — Efectul extractului de compost asupra cresterii miceliilor de P.eryngii, tulpina
PeM-41, in culturi submerse (medii lichide) incubate 10 zile la temperatura de 25-27
OC - fara extract de compost vs cu extract de compost .
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Fig. 8 - Efectul extractului de compost asupra cresterii miceliilor de P.eryngii, tulpina
PeM-45, in culturi submerse (medii lichide) incubate 10 zile la temperatura de 25-27
OC - fara extract de compost vs cu extract de compost

Conform inventiei, procedeul biotehnologic pentru obtinere a unui mediu de cultivare
in vitro a ciupercilor din specia Pleurotus eryngii (DC.:Fr.) Quel se desfasoara in
doua etape astfel:

- Prima etapa se refera la obtinerea si propagarea culturilor-mama pe medii agarizate
cu formula/compozitia imbunatatita cu extract de compost specific cultivarii
ciupercilor Agaricus bisporus

Este cunoscut faptul ca cele doud man grupuri de ciuperci cultivate, Agaricus spp.
(champignon) si Pleurotus spp (buret), au mecanisme de nutritie si sisteme
enzimatice aferente diferite, tehnologii de cultivare diferite. Ciupercile de tip
champignon necesita introducerea in compostul pentru cultivarea lor de dejectii de
animale - cai saulsi pasari — pentru a completa necesarul de azot specific
metabolismului si enzimelor proprii.
Ciupercile Pleurotus nu au aceste cerinte, ele dezvoltandu-si in timp capacitatea de a
creste pe substraturi lignocelulozice (lemn, paie, deseuri vegetale diverse, etc.) care
sunt, prin natura lor, sdrace in azot, structurile lor fiind bogate in schimb in carbon —
celuloza, hemiceluloza, lignind. Raportul optim C/N caracteristic pentru substraturile
de cultivare ale ciupercilor Agaricus bisporus este de 15:1, in timp ce la substratul de
cuitura pentru ciupercile Pleurotus prezinta o plaja larga de 40-80:1, deci putin azot
necesar.
Se cunoaste ca ciupercile de tip champignon (ex. Agaricus bisporus) sunt cultivate
pe un substrat mixt pe baza de paie de grau, gunoi de grajd/dejectii de cal sau de
pasdre, ipsos si apa. Compostul gata preparat are un pH de 6,5 — 6,7, un raport C/N
de 13:1 si un continut de azot total de 2.6-2,7% s.u.
Extractul de compost, conform inventiei, se prepara astfel:
- se cantaresc 200 g compost gata preparat si macinat cu particule <1 mm;
- se lasa la macerat intr-un vas cu 2.0 | apa distilata timp de 4 ore la temperatura de
25°C,

amestecandu-se de 2-3 ori;
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- se strecoara prin sita fina, iar lichidul rezultat se filtreaza la vid,;

- depozitul solid ramas se resuspenda in 0,5 | lichid din prima extractie si se fierbe 10
min;
- se filtreaza din nou, iar lichidul rezultat se amesteca impreuna cu primul;

- extractul obtinut poate fi pastrat 1-2 zile la frigider ( 2-4°C)

Astfel obtinut, extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus ca supliment
organic complex va livra mediului de cultura folosit in vitro pentru miceliile tulpinei de
P.eryngii macroelemente esentiale pentru crestere si dezvoltare - N, P, K dar si
microelemente cu rol fiziologic.

Extractul de compost astfel preparat este utilizat in ambele etape ale tehnologiei de
producere a miceliului in vitro, deci atat la obtinerea culturilor-mama pe medii
agarizate cat si la producerea inoculului/miceliului lichid in culturi submerse — pentru

biomasa miceliana. Schematic, procedeul este prezentat in fig. 1.

Materialul biologic - reprezentat de cultuni pure (cultun-stock) apartinand unor tulpini
din specia Pleurotus eryngii din Colectia de germoplasma fungica a ICDLF Vidra.
Culturile-stock, realizate pe placi Petri (& 90 mm) cu mediu solid agarizat cu extract
de cartofi (potato dextrose agar -PDA), cu pH initial 6,5 sunt incubate la 24-26°C la
intuneric timp de 8-10 zile, pana la acoperirea totald a suprafetei mediului de cultura.
Pentru realizarea culturilor-mama pe mediu nutritiv cu extract de compost, conform
inventiei, se procedeaza astfel:

- se prepara extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus;

- se prepara mediul de cultura solid (agarizat): extract de cartofi 2,4% + extract de
malt 1,7% + extract de compost 50 ml /L + agar 2%,

- mediul nutritiv se aduce la valoarea de pH 6,5 si se repartizeaza in flacoane de
500/1000 ml cu dop;

- mediul repartizat in flacoane Erlenmeyer se sterilizeaza in autoclav 20 min la
121°C;

- mediul sterilizat se scoate din autoclav si se repartizeaza in placi Petri (& 90 mm),
cite 15-18 mi mediu/placa; operatiunea se executa in conditii sterile la hota cu flux de
aer laminar filtrat (filtre HEPA);

- dupa 24 ore, placile Petri cu mediu solid agarizat sunt inoculate, la hota sterila cu
flux laminar: in mijlocul fiecarei placi Petri se dispune céate un fragment rotund de

L%
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inocul cu @ 5 mm recoltat cu preduceaua (cork borer) de la marginile coloniilor
miceliene ale culturilor-stock din colectie;

- placile inoculate sunt incubate timp de 10-12 zile la 25-27°C (incubator/termostat),
pana cand miceliile in crestere acopera intreaga suprafatd a mediilor de culturg;

- in perioada de incubare sunt efectuate observatii si masuratori privind cresterea
miceliului si caracterele culturale ale colonilor dezvoltate pe placile cu mediu nutritiv
agarizat;

- placile Petri care la finalul perioadei de incubare etaleaza colonii miceliene cu
caractere atipice, crestere lentd, posibile contaminari cu microorganisme
competitoare/parazite sunt indepartate;

- placile cu micelii care prezintd caracteristici culturale morfo-fiziologice normale,
identice cu cele ale culturiior-mama, tipice pentru tulpina si specia de ciuperci
utilizatd, confirmand vitalitate, vigoare, integritate fenotipicd si omogenitate intre
replicatele surori - sunt selectate in vederea propagarii si/sau folosirii lor la obtinerea
de biomasa miceliana cu utilizari multiple.

Efectul adaugarii extractului de compost comparativ cu influenta aitor surse de C si N
in compozitia mediilor solide agarizate verificate in cadrul experimentelor intreprinse
se poate observa in fig. 2, -fig. 3 (grafic) si fig 4 (foto) - fig.5 (grafic).

in fig. 2. si fig. 3 este redat efectul extractului de compost asupra cresterii miceliilor
de P.eryngii pe medii agarizate. Materialul biologic a fost incubat timp de 7 zile la
temperatura de 25 -27 °c pe placi Petri (@ 90 mm). Dintre cele 6 variante de mediu
nutritiv agarizat, doar variantele V4 si V5 contin extract de compost:

Vo. mediu cu extract de cartofi 2,4% + agar 2%

V. mediu cu extract de malt 1,7% + agar 2%

V2: mediu cu extract de cartofi 2,4% + extract de drojdie 1 g/L + agar 2%

V3. mediu cu extract de cartofi 2,4% + extract de malt 1,7% + agar 2%

V4: mediu cu extract de cartofi 2,4% + extract de compost 50 mi /L + agar 2%

Vs: mediu cu extract de cartofi 2,4% + extract de malt 1,7% + extract de compost 50
ml /L + agar 2%

Vs: mediu cu extract de cartofi 2,4% + extract de malt 1,7% + K2HPO4 1 g/L + agar
2%.

W
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In cazul mediilor solide agarizate rezultatele cele mai bune le-a prezentat, la toate
cele 3 tulpini, varianta de mediu cu extract de compost, Vs : mediu cu extract de
cartofi 2,4% + extract de malt 1,7% + extract de compost 50 mi /L + agar 2%

Cea mai mare valoare a ratei de crestere a miceliului a fost inregistrata la tulpina
PeM-41: 32,66 mm pe varianta cu extract de compost Vs, depasind varianta martor
Pe-M39/V, (17,83 mm) cu 14,83 mm (183%), rezultat foarte semnificativ asigurat
statistic.

A doua etapa a procedeului de propagarea/subcultivarea submersa a miceliilor in
mediu lichid, conform inventiei, pentru utilizare ca inocul/miceliu lichid sau pentru
obtinerea de biomasa micelianad/fungica consta in urméatoarele:

- se prepara extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus, conform
inventiei;

- se prepara mediul de cultura lichid: extract de cartof 2,4% + extract de drojdie 2 g/L
+ K;HPO4 1 g/L + extract de malt 2 g/L + fructoza 10 g/L + extract de compost 50
ml/L; se aduce indicele pH la valoarea de 6,5;

- mediul lichid preparat se repartizeaza in flacoane Erlenmeyer inchise cu dop
(vata/polipropilena); |

- flacoanele cu mediu se sterilizeaza in autoclav 20 min la 121°C;

- flacoanele cu mediul sterilizat se scot din autoclav si se lasa sa se raceasca intr-o
incinta sterila;

- dupa racirea lor sub 28°C, flacoanele cu mediu lichid sunt inoculate la hota cu flux
laminar cu miceliu provenit din culturile-mama pregatite in etape anterioara, respectiv
cu cate 4-5 fragmente rotunde de miceliu recoltate cu preduceaua de @ 5 mm (pot fi
si mai mari) din marginile coloniilor miceliene ale culturilor-mama; pot fi utilizate si
mai multe fragmente de inocul, in functie de capacitatea/volumul flacoanelor cu
mediu lichid utilizate;

- flacoanele cu mediu lichid inoculat sunt incubate pe agitatorul orbital cu 100 rpm la
intuneric timp de 14 zile, la 25-27°C;

- pe toata perioada incubarii sunt efectuate observatii privind cresterea si morfologia
maselor miceliene submerse;

- pentru obtinerea si evaluarea biomasei rezultate la sfarsitul perioadei de crestere
activa a miceliilor tulpinilor testate, acestea sunt, mai intai, separate de lichidul din
flacoane prin filtrare;

le
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- biomasa obtinuta se spala de mai multe ori cu cu apa distilata;

- biomasa este apoi deshidratata (uscata) la etuva timp de cca. 36 ore la 40°C, pana
cand masa cantaritd ramane constanta; un alt procedeu este cel al liofilizarii ;

- prin cantarire la balantd se determina, pentru fiecare probd greutatea biomasei
inainte si dupa uscarea la etuva;

- rezultatele obtinute in urma evaluarii cantitative a biomasei fungice, proaspata si
uscata, sunt inregistrate ca atare — raportate la cantitatea de mediu lichid din
vasul/flaconul de cultivare sau, aceste valori se pot raporta la 1000 ml mediu.

In fig 7 si 8 este redat efectul extractului de compost asupra cresterii miceliilor de
P.eryngii in cultura submersa pe medii nutritive lichide (foto).

Efectul adaugarii extractului de compost comparativ cu influenta altor surse de C si N
in compozitia mediilor lichide verificate in cadrul experimentelor intreprinse este bine
reprezentat in graficul din fig. 6.

Varianta de mediu lichid V7 ( mediu cu extract de cartof 2,4% + extract de drojdie 2
g/L + K2ZHPO4 1 g/L + extract de malt 2 g/L. + fructozad 10 g/L + extract de compost
50 ml/L), singura la care mediul nutritiv a fost suplimentat cu extract de compost, a
sustinut cresterea cea mai mare pentru biomasa micelianda a ambelor tulpini de
P.eryngii verificate.

Cel mai bun rezultat a fost realizat de tulpina PeM-41 pe varianta de mediu nutritiv
lichid V7, cantitatea medie de biomaséa uscata obtinutd dupa 14 zile de incubare si
raportatd la 1000 ml solutie nutritivd find de 7,029 g, cu un surplus de 4.25 g
(152,93%) fatd de martorul PeM-41/V1, care a dat doar 2,779 g in conditiile
experimentale. Adaugarea extractului de compost (50 ml/L) asigurd variantei PeM-
41/V7 un surplus de biomasa uscata de 1,082 g/L (18,15%) fatd de varianta similara,
dar fara extract de compost, PeM-41/V6.
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REVENDICARI

1 - Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pieurotus eryngii pentru sporirea cantitatii de biomasa miceliana obtinuta in vitro,
caracterizat prin aceea ca se prepara un extract de compost pentru ciupercile
Agaricus bisporus folosind 200 g compost gata preparat si macinat cu particule <1
mm; care se lasd la macerat intr-un vas cu 2.0 | apa distilatd timp de 4 ore la
temperatura de 25°C, amestecandu-se de 2-3 ori; acesta se strecoara prin sita fina,
iar lichidul rezultat se filtreaza la vid; depozitul solid ramas se resuspenda in 0,5 |
lichid din prima extractie si se fierbe 10 min; se filtreaza din nou, iar lichidul rezultat
se amesteca impreuna cu primul; extractul obtinut poate fi pastrat 1-2 zile la frigider (
2-4°C) ca supliment organic complex si se foloseste atat in etapa obtinerii si
propagarii culturilor-mama pe medii agarizate cat si in etapa tehnologicd a
propagarii/subcultivarii submerse a miceliilor, in mediu lichid, pentru utilizare ca
inocul/miceliu lichid sau pentru obtinerea de biomasa miceliana/fungica.

2 - Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitati de biomasa miceliana obtinuta in vitro,
conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca pentru cultura-mama pe mediu
nutritiv cu extract de compost se procedeaza astfel:

- se prepara extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus;

- se prepara mediul de cultura solid (agarizat): extract de cartofi 2,4% + extract de
malt 1,7% + extract de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus 50 ml /L + agar
2%:;

- mediul nutritiv se aduce la valoarea de pH 6,5 si se repartizeaza in flacoane de
500/1000 ml cu dop care se sterilizeaza in autoclav 20 min la 121°C;

- mediul sterilizat se scoate din autoclav si se repartizeaza in placi Petri (& 90 mm),
cite 15-18 ml mediu/placa; operatiunea se executa in conditii sterile la hota cu flux de
aer laminar filtrat;

- dupa 24 ore, placile Petri cu mediu solid agarizat sunt inoculate, la hota sterila cu
flux laminar: in mijlocul fiecarei placi Petri se dispune cate un fragment rotund de
inocul cu @ 5 mm recoltat de la marginile coloniilor miceliene ale culturilor-stock din
colectie;

M
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- placile inoculate sunt incubate timp de 10-12 zile la 25-27°C (incubator/termostat),
pana cand miceliile in crestere acopera intreaga suprafata a mediilor de cultura; rata
de crestere a miceliului este de 183%, pe varianta cu extract de compost fata de
varianta mart, dupa 7 zile de la inoculare la temperatura de 25 -27 °C.

3 - Procedeu biotehnologic de optimizare a ratei de crestere a miceliior din tulpini de
Pleurotus eryngii pentru sporirea cantitati de biomasa miceliana obtinuta in vitro,
conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca pentru propagarea/subcultivarea
submersa a miceliilor in mediu lichid se procedeaza astfel:

- se prepara extractul de compost pentru ciupercile Agaricus bisporus,

- se prepara mediul de cultura lichid: extract de cartof 2,4% + extract de drojdie 2 g/L
+ K;HPO4 1 g/l + extract de malt 2 g/L + fructoza 10 g/L + extract de compost 50
mi/L si se aduce indicele pH la valoarea de 6,5;

- mediul lichid preparat se repartizeaza in flacoane Erlenmeyer inchise cu dop
(vata/polipropilena);
- flacoanele cu mediu se sterilizeaza in autoclav 20 min la 121°C; se scot din

autoclav si se lasa sa se raceasca la o temperatura sub 28°C intr-o incinta steril3;

- flacoanele cu mediu lichid sunt inoculate la hota cu flux laminar cu miceliu provenit
din culturile-mama pregatite conform revendicarii 2, respectiv cu cate 4-5 fragmente
rotunde de miceliu recoltate cu @ 5 - 10 mm din marginile coloniilor miceliene ale
culturilor-mama;

- flacoanele cu mediu lichid inoculat sunt incubate pe agitatorul orbital cu 100 rpm la
intuneric timp de 14 zile, la 25-27°C;

- miceliile tulpinilor testate sunt separate de lichidul din flacoane prin filtrare;
- biomasa obtinutd se spala de mai multe ori cu cu apa distilata;

- biomasa este apoi deshidratata (uscata) la etuva timp de cca. 36 ore la 40°C, pana
cand masa cantaritd ramane constanta; sau este liofilizata ;

- rata de crestere a cantitatii de biomasa uscata este de 152,93% raportata la 1000
ml solutie nutritiva fata de varianta martor.
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Colectie de tulpini macromicete comestibile si medicinale
Pleurotus eryngii
culturi-stock pe medii solide agarizate : PDA/MEA
Extract de l
compost Pleurotus eryngii
culturi-mama pe medii solide
agarizate
Extract de j
compost Pleurotus eryngii
micelii in culturi submerse
medii lichide PDB/MEB suplimentate
Pleurotus eryngii
biomasad miceliana
deshidratatéd/liofilizata
| l \
Pleurotus eryngii Pleurotus eryngii Pleurotus eryngii
miceliu lichid nutraceutice extracte
pentru insdméntare suplimente alimentare compusi bioactivi

Fig. 1
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