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CAPITOLUL 15

BIOTEHNOLOGII ECOLOGICE
DE VALORIFICARE A DESEURILOR
AGROALIMENTARE

15.1. Conceptul de biotehnologie ecologici

Aga cum s-a prezentat in cuprinsul primului volum, respectiv la capi-
tolul 2, conceptul de biotehnologie ecologici implici, intr-o acceptiune
restransd, utilizarea exclusivi a organismelor vii in scopul prevenirii feno-
menelor de poluare a mediului natural, prin aplicarea biotehnologiilor care
nu produc sau nu elibereazi subproduse sau degeuri cu efecte negative asupra
ecosistemelor terestre ori acvatice.

In sens mai larg, conceptul de biotehnologie ecologica se refera la apli-
carea unor procedee de recuperare si reintroducere in circuitul natural si in
cel economic a materialelor redundante, nevalorificate, sub forma unor pro-
duse utile din punct de vedere economic.

Biotehnologiile ecologice reprezinti acel grup distinct de biotehnologii
moderne, utilizate in scopul prevenirii sau combaterii efectelor fenomenelor de
poluare a ecosistemelor, prin utilizarea unor specii de organisme vii, care au capaci-
tatea metabolica de a converti factorii poluanti in produse biogene, cu proprietati
benefice pentru starea de sinatate a populatiilor umane, precum si pentru menti-
nerea calitdtii mediului natural. Biotehnologiile ecologice sunt destinate intensificirii
metabolismului specific microorganismelor utilizate pentru conversia anumitor
substraturi, prin cresterea si multiplicarea celulelor microbiene in bioreactoare,
complet automatizate i computerizate, care oferd numeroase avantaje economice,
tehnice si de pastrare a stirii de sinatate a mediului.

Biotehnologiile ecologice sunt destinate intensificirii metabolismului
specific microorganismelor utilizate pentru conversia anumitor substraturi,
prin cresterea si multiplicarea celulelor microbiene in bioreactoare, complet
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BIOTEHNOLOGIA PROTECTIEI MEDIULUI

automatizate si computerizate, care oferd numeroase avantaje tehnico-eco-
nomice si de pastrare a stérii de sanatate a mediului.

In acest context, se pot enumera numai cateva dintre avantajele

respective:

. scurtarea semnificativd a ciclului biologic de dezvoltare celulard, in
medie, de la 6-10 siptimani (in sistemul ,.clasic”, in functie de specie),
pana la cel mult o sdptdmand;

+ asigurarea parametrilor optimi de actiune a factorilor abiotici, indis-
pensabili pentru realizarea cantitatilor maxime de biomasa celulara,
in cel mai scurt timp;

« reducerea considerabili a cheltuielilor de energie $i manoperd, precum
si a volumului de materii prime manipulate;

« eliminarea oriciror surse de poluare, prin utilizarea unor medii de
crestere si dezvoltare a culturilor celulare, care sunt preparate fara a
recurge la anumite amendamente sau la aditivi de sinteza chimicd, asa
cum se procedeazi in culturile de tip ,,clasic’, precum si prin absenta
totala a reziduurilor de orice naturd;

« biomasa celulari (vegetald, animald sau microbiand), obtinutd prin aplicarea
acestor biotehnologii de cultivare ecologica este 100% naturald si poate fi
utilizati integral pentru fabricarea de produse alimentare sau farmaceutice,
care vor contribui la cresterea starii de sanatate a consumatorilor umani.

15.2. Metode pentru cultivarea in vitro a microorganismelor
cu potential biotehnologic

Conditiile optime pentru desfisurarea proceselor enzimatice de acumu-
lare de biomasd microbiani sunt asigurate prin utilizarea in acest scop a unor
instalatii biotehnologice de tipul bioreactoarelor sau fermentatoarelor.

In principal, existi trei modalitati importante de cultivare a microor-
ganismelor producitoare de compusi organici utili din punct de vedere
economic, prin folosirea bioreactoarelor sau fermentatoarelor:

a) cultivarea discontinua sau de tip batch;

b) cultivarea semi-continua;

c) cultivarea continud sau de tip chemostat.

in vasul de cultivare al unui bireactor pot fi efectuate culturi statice sau
agitate, cu aport de oxigen sau in absenta acestuia, in mediu lichid sau semi-
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Capitolul XV - Biotehnologii ecologice de valorificare a deseurilor agroalimentare

solid, iar microorganismele utilizate pot fi in stare liberd sau imobilizate pe
diferite tipuri de substraturi.

In cazul initierii unui proces de cultivare tip batch, microorganismele
sunt inoculate intr-un volum fix de mediu de culturd, iar pe parcursul
deruldrii acestuia nutrimentele sunt consumate, iar produsele rezultate sub
forma de biomasd sau metaboliti se acumuleaza pani la momentul epuizirii
resurselor nutritive.

In consecintd, acest tip de proces prezinti dezavantajele limitirii feno-
menului de crestere §i dezvoltare a microorganismelor cultivate, din cauza
scaderii treptate a substantelor nutritive din mediul de cultivare, precum si ca
urmare a acumuldrii unor produsi toxici, rezultati din metabolismul
microbian.

Pentru atenuarea unor asemenea dezavantaje si prelungirea unui astfel
de proces de cultivare in sistem batch, se utilizeazi doud metode alternative
de sporire a cantitatii de nutrimente:

- metoda fed batch, care constd in addugarea treptatd a unor componente
nutritive, sub formd concentrata, in scopul sporirii volumului de
biomasd, prin stimularea proceselor de crestere si dezvoltare accelerats
a celulelor microbiene, bacteriene sau fungice;

— metoda perfuziei — addugarea unei cantitdti suplimentare de mediu
nutritiv proaspat si colectarea concomitenta a unui volum echivalent
de biomasa si mediu de cultivare deja epuizat de componentele sale
nutritive.

In contrast cu procesele de cultivare tip batch, culturile in sistem continuu
ofera mult mai multe avantaje, in special in privinta cresterii relativ echilibrate
a microorganismelor, in functie de cantitatea de nutrimente existente in
bioreactor, precum si de fluctuatiile acestora, de volumul de metaboliti, numsrul
de celule microbiene si cantitatea de biomasd produsi. In mod aproape
invariabil, in astfel de procese este implicat un numar mare de celule, bioreac-
torul asigurand, practic, toate conditiile optime, necesare pentru dezvoltarea
acestor microorganisme care sintetizeazd compusi organici cu valoare economici
ridicata.

Functia esentiald a unui asemenea bioreactor este aceea de a minimiza
costurile de productie necesare pentru obtinerea unui anume tip de produs
organic. Un exemplu concludent in acest context il constituie utilizarea bioteh-
nologiilor moderne pentru intensificarea metabolismului fungic, prin cresterea
si multiplicarea hifelor miceliene in bioreactoare, complet automatizate si
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BIOTEHNOLOGIA PROTECTIEI MEDIULUI

computerizate. Acest tip de biotehnologii ecologice ofera numeroase avantaje
tehnico-economice, precum si de pistrare a stirii de sindtate a mediului.
Asadar, cantitatea de biomasd miceliand, produsd prin utilizarea acestor
biotehnologii neconventionale, reprezinta o importanta directie de dezvoltare
atat a industriei agroalimentare, cat si a celei cu profil biofarmaceutic.

15.3 Biotehnologii ecologice, utilizate in industria agroalimentara

Aplicarea acestor biotehnologii ecologice, cu precadere in domeniul
activitatilor agroindustriale, are un dublu efect benefic, prin:

1) solutionarea problemelor legate de impactul antropic asupra mediului,
generat prin acumularea anumitor materiale reziduale, care provin
din procesele tehnologice de prelucrare a produselor agroalimentare,
prin procedee si tehnici de bioremediere, utilizand in acest scop
mijloace biologice pentru transformarea lor integrald, fdrd efecte
poluante si eficiente din punct de vedere economic;

2) obtinerea unor produse alimentare sau farmaceutice, ale cdror efecte
nutritive si terapeutice vor determina cregterea starii de sanatate a
publicului consumator.

Unele dintre cele mai importante organisme biologice utilizate in bioteh-
nologie, sunt cele care constituie Regnul Fungi. Dintre acestea, fungii macroscopici
sau macromicetele, cunoscute si sub denumirea popularé de ,.ciuperci cu pilarie’,
reprezinti grupul taxonomic cel mai important sub aspectul numeroaselor
aplicatii biotehnologice si produse obtinute prin utilizarea lor.

Unele specii de ciuperci comestibile au proprietéti terapeutice dovedite
prin nenumdrate studii si cercetdri de specialitate, fiind utilizate ca factori
adaptogeni si stimulatori pentru sistemul imun al organismului uman. Astfel,
asemenea substante adaptogene, sintetizate de aceste specii de ciuperci,
stimuleazi, in mod indirect, sistemul imun, prin inducerea rezistentei
organismului uman la actiunea factorilor de stres nespecific, reprezentati de:
noile produse chimice de sintez4, introduse in mod deliberat in naturd, efortul
fizic si psihic prelungit, stirile emotionale, zgomotul de inaltd intensitate etc.

Efectele benefice se pot materializa prin valorificarea totald a degeurilor
vegetale sub forma de suplimente alimentare, bogate in compusi biologic
activi, cu proprietdti nutritive remarcabile, precum si prin solutionarea
integrali a problemelor legate de impactul acestor materiale reziduale asupra
mediului.
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15.4. Biotehnologii de fermentare submersibila
a subproduselor cerealiere

Un progres considerabil a fost inregistrat in ultimii ani in domeniul
producerii de alimente functionale, prin utilizarea unor specii de fungi
filamentosi in calitate de biocatalizatori ai proceselor biotehnologice de
fermentare a unor substraturi, reprezentate de subproduse sau deseuri rezultate
din fluxurile tehnologice aplicate in industria alimentara. In prezent, pe plan
international, cercetirile referitoare la producerea de alimente functionale —
care au efecte benefice asupra sdnitétii consumatorilor umani si care se pot
obtine din biomasa diferitelor specii de macromicete comestibile si medicinale
- sunt destul de avansate. Studiile aprofundate, efectuate in China, Japonia,
S.U.A. si Rusia, au demonstrat efectele extrem de benefice ale producerii de
alimente functionale din biomasa fungici, obtinutd prin cultivarea unor
macromicete comestibile, in vederea utilizarii acestora pentru prevenirea si
tratarea unor multiple afectiuni umane (Breene, 1990; Hobbs, 1995).

Fermentarea submersibild controlati este un proces biochimic de
conversie enzimatici a unor substraturi nutritive in fazd lichida, compuse
preponderent din hidrati de carbon, care consta in cresterea si dezvoltarea
unor culturi microbiene (bacteriene sau fungice) in conditii de monitorizare
permanentd a parametrilor fizico-chimici de cultivare.

Caracteristica cea mai importantd a culturilor fungice submersibile este
c4, atat in cazul fungilor filamentosi, cum sunt ciupercile comestibile si
medicinale, cat si al celor nefilamentosi din grupul drojdiilor (levurilor),
procesele fermentative sunt de doua tipuri:

a) culturi fungice stationare, in cursul cdrora nu se agitd mediile de
cultivare, iar hifele miceliene dezvoltd o biomasd luxuriantd la
suprafata acestora, precum si

b) culturi fungice prin agitare rotativd sau orbitald, in timpul cirora se
formeaza asa-numitele pelete fungice, prin cresterea §i dezvoltarea
hifelor miceliene, sub forma unor structuri relativ sferice, compactizate,
in interiorul cirora existd un gradient de oxigen i unul al concentratiei
de substrat de cultivare, ce descresc concomitent, pornind de la
exteriorul citre interiorul peletelor formate prin agitarea continua a
mediului de cultivare, asa cum se observi in figurile 15.1a si 15.1b.

Centrul peletelor se caracterizeazd prin concentratii foarte scizute de
oxigen dizolvat si de substrat de cultivare, acest fapt fiind determinat de
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consumul acestora de catre celulele fungice, situate catre exteriorul peletelor
si care se suprapun peste cele formate initial.

Influenta parametrilor fizici, chimici si biologici asupra proceselor
biotehnologice de producere a miceliului de ciuperci comestibile

Efectul sursei de carbon

In scopul selectdrii sursei optime de carbon, care este indispensabild
cresterii miceliului si, ulterior, formirii de pelete fungice, fragmente ale
hifelor apartinand susei Pleurotus ostreatus - P. 0. 14 au fost cultivate, timp de
7-12 zile, in diferite medii nutritive, continind surse variate de carbon, fiecare
dintre aceste surse fiind adaugata in compozitia de bazd a mediului standard
de cultivare, la o concentratie de 1,5% (w/v).

In cazul variantei in care celulele fungice au fost crescute in mediul
nutritiv unde s-a adaugat sucrozi, atat productia de biomasa miceliand, cat si
numdrul total de pelete per vas de cultivare au atins cele mai mari valori
dintre toate variantele surselor de carbon testate in experimentele efectuate
(Tabelul 15.1).

Tabelul 15.1
Efectul sursei de carbon asupra cresterii miceliului
si formarii de pelete, la specia Pleurotus ostreatus

Sursa de Substanta uscata s
: g ¢ Numar de pelete ;
carbon a biomasei fungice : Iti pH final
(1,5%, W/v) (/) fungice/vas de cultivare
Glucozi 6,46%0,10 410,05 5.5
Maltozd 5,21%0,15 35+0,12 5.8
Sucroza 7,28+0,35 550,03 5.1
Xiloza 4,95+0,28 28+0,07 53

De asemenea, trebuie precizat faptul cd sursa de carbon, reprezentata
prin maltozd, a avut un efect stimulator semnificativ asupra procesului de
crestere a miceliului, precum si al formarii de pelete fungice. Procesele fer-
mentative au fost efectuate la temperatura de 25°C si valoarea initiald a
indicelui pH de 5.5, timp de 12 zile. Datele inregistrate reprezinti media
deviatiei standard pentru trei determindri succesive.
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S - A S e £ o

Fig. 15.1.a - Hife miceliene, in culturi stationare

Fig. 15.1.b - Pelete fungice, in culturi cu agitare

Fig. 15.1 - Schemd comparativi a morfologiei hifelor miceliene in culturi
stationare (a) si a peletelor fungice in culturi cu agitare (b)
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Efectul sursei de azot

Pentru studierea influentei surselor de azot asupra cresterii miceliului si
formarii de pelete fungice la specia Pleurotus ostreatus au fost prelevate
fragmente de hife din culturile pure, conservate in colectia de microorganisme
si au fost inoculate in medii de cultivare care au continut diferite surse de
azot, fiecare dintre acestea fiind addugatid in compozitia de baza a mediului
nutritiv, la o concentratie de 10 g/L.

Printre cele cinci surse de azot utilizate in experimente, taritele de
orez s-au dovedit a fi cele mai eficiente in stimularea proceselor fermen-
tative, in cursul cdrora s-a observat o crestere exponentiala a miceliului si,
in stransa corelatie cu aceasta, s-a determinat un numar semnificativ de
pelete fungice care s-au format pe parcursul deruldrii experimentelor
(Tabelul 15.2).

Tabelul 15.2.
Efectul sursei de azot asupra cresterii miceliului
si formarii de pelete, la specia Pleurotus ostreatus

Substanta uscata Numar de pelete
Sursa de azot . 2, . .
a biomasei fungice fungice/vas de pH final
(1,0%, w/v) ;
(g/b) cultivare

Tiéréte de orez 6,47+0,14 57+0,05 5.5
Malt extract 6,41+0,23 55+0,03 5.3
Peptona 4,45%0,15 41+0,12 4.6
Triptona 5,23%0,09 280,07 5.1
Extract de drojdie 5,83+0,35 30+0,01 43

In acelasi timp, extractul de malt a reprezentat, alituri de tiritele de
orez, una dintre cele mai eficiente surse de azot in privinta efectului stimulativ
exercitat asupra biosintezei de biomasd miceliana, precum si in sensul
formarii unui numar mare de pelete fungice.

A fost confirmat, de asemenea, faptul ci peptona, triptona si extractul
de drojdie reprezinta surse eficiente de azot, care au un efect stimulativ asupra
cresterii miceliului si formarii de pelete fungice (Bae si colab., 2000).

Procesele de fermentatie submersibild au fost efectuate la temperatura
de 25°C si valoarea initiala a indicelui pH de 5.5, timp de 12 zile, iar datele
inregistrate, cuprinse in tabelul 15.2, reprezinta media deviatiei standard
pentru trei determindri succesive.
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Efectul surselor minerale

Influenta unor variate surse de substante minerale asupra cresterii miceliului
si formdrii de pelete fungice a fost studiatd utilizind o concentratie standard a
acestora, §i anume 5 mg.

Dintre sursele minerale testate, K,HPO, a demonstrat cea mai semnificativi
influenta asupra proceselor fermentative efectuate, in privinta stimuldrii productiei
de miceliu §i a formarii unui numéar mare de pelete fungice (Tabelul 15.3).

Tabelul 15.3.
Efectul sursei de minerale asupra cresterii miceliului
si formadrii de pelete, la specia Pleurotus ostreatus

Su}rm de Substanta uscata Numa.r de pelete pH final
minerale 2 biomasei fungice (/) fungice/vas de
(5 mg) g 8 cultivare
KH,PO, 5,71+0,09 45+0,07 5.5
KH,PO, 6,98+0,13 57+0,05 5.1
MgS0O,-5H,0 6,18+0,20 55%0,09 5.6

Rezultate similare au fost inregistrate de Xiao §i colab., in 2004, in
cursul unor experimente referitoare la aceleasi procese fermentative, realizate
cu ajutorul speciei P, ostreatus. K,HPO, poate spori productivitatea biosintezei
miceliene prin actiunea sa de tamponare a nivelului indicelui pH, precum si
prin faptul ci fosfatii au un efect favorabil asupra cresterii miceliului in culturi
(Chang si Hayes, 1978; Kuo si colab., 1996).

Procesele fermentative au fost efectuate la temperatura de 25°C si
valoarea initiald a indicelui pH de 5.5, timp de 6 zile. Datele inregistrate,
prezentate in tabelul 15.3, constituie media abaterii standard pentru trei
determindri succesive.

Efectele indicelui pH initial si ale temperaturii initiale

Pentru a determina modul in care indicele pH initial, precum si
temperatura initiald a mediului de cultivare pot influenta atit cresterea
miceliului prin biosinteza fungica, cat si formarea unui numar mare de pelete
fungice, suga P. 0. 14 a speciei P. ostreatus a fost cultivatd intr-un mediu de tip
CDB (cartof-dextroza-bulion), la diferite valori ale indicelui pH initial, in
intervalul 4.5-6.0, utilizdnd incubatoare cu agitare de tip orbital. Nivelul
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optim al indicelui pH, pentru stimularea cresterii miceliului si formarea unui
numair cit mai mare de pelete fungice, a fost de 5.5 (Tabelul 15.4).

In scopul stabilirii temperaturii optime pentru aceste procese fermen-
tative, culturile susei Po. 14 au fost incubate la diferite temperaturi in inter-
valul 20-25°C, iar, in final, valoarea de 23°C a fost consideratd cea mai
potrivita pentru obtinerea celor mai mari cantitati de biomasd miceliand si a
unui numar sporit de pelete fungice.

Aceastd temperaturd a fost corelatd in cursul experimentelor cu nivelul 5.5
al indicelui pH (Tabelul 15.4). Procesele fermentative au fost efectuate la
temperatura de 25°C si valoarea initiald a indicelui pH de 5.5, timp de 6 zile, iar
datele din tabelul 15.4 reprezinti media deviatiei standard pentru trei determinari
succesive.

Tabelul 15.4.
Efectele indicelui pH initial si ale temperaturii initiale asupra cresterii
miceliului si formarii de pelete, la specia Pleurotus ostreatus

pH Temperatura Substanta uscatd a Numar de pelete
initial initiala (t0) biomasei fungice (g/l) fungice/vas de cultivare

4.5 18 1,90+0,10 12+0,02

5.0 21 2,55+0,05 20+0,14

55 23 3,49+0,15 35+0,23

6.0 26 3,37+0,12 30+0,03

6.5 29 2,05+0,23 25+0,15

Efectele varstei si volumului probei de inoculum

Printre multe alte proprietiti fiziologice ale speciilor de ciuperci, varsta probei
de inoculum, precum si volumul acesteia au un rol determinant in dezvoltarea
miceliana si in formarea peletelor fungice (Glazebrook si colab., 1992).

Pentru a studia efectul acestor doi parametri extrem de importanti ai
unei culturi fungice, P. ostreatus — P. 0. 14 a fost crescutd pe medii solide de
tip CDA (cartof-dextrozi-agar) intr-o perioadd cuprinsa intre 3 si 12 zile, in
cursul acestui interval de timp utilizAndu-se volume diferite ale probelor de
inoculum, respectiv intre 2 §i 10% (v/v).

Asa cum se poate observa in tabelele 15.5 si 15.6, varsta probei de
inoculum, precum gi volumul au efecte asemanatoare asupra cresterii si
dezvoltirii biomasei miceliene, precum si asupra formdrii de pelete fungice.
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