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1. Wprowadzenie

Lignocelulozowy materiat roslinny jest odnawialnym surowcem do produkcji biatka w proce-
sie biokonwersji (1,3). Surowiec ten jest stosunkowo odporny na dziatanie mikroorganizmow
i jego biokonwersja przebiega dwukierunkowo (4,5). Pierwszy z nich to hydroliza surowca (che-
miczna, termiczna lub enzymatyczna) prowadzaca do otrzymywania cukrOw prostych przetwa-
rzanych dalej na biatko, gtéwnie przez drozdze. Drugim kierunkiem jest hodowla mikroorganiz-
méw bezposrednio na powierzchni czastek surowca lignocelulozowego z wykorzystaniem
bakterii celulolitycznych lub najczesciej grzybow (5,7).

Bezposrednia hodowla grzybni na czgstkach surowca lignocelulozowego odbywa sie w
podtozach statym lub ptynnym. Podczas hodowli w statym podiozu SSF {solid state fermentat-
ion) grzybnia rosnie na powierzchni wilgotnych czastek surowca, w warunkach zblizonych do
naturalnych (8-12). W wgtebnej hodowli grzybnia rozwija sie na powierzchni mocno rozdrobnio-
nych czastek surowca tworzacych z ciecza zawiesine, ktéra jest ptynnym podiozem (13-17).
State czagstki surowca lignocelulozowego sg dla grzybni zrodiem wegla, a wszystkie inne
sktadniki odzywcze, mikroelementy, witaminy oraz tlen czerpie ona z fazy cieklej, w ktorej sg roz-
puszczone w odpowiednich ilosciach. Wiasciwy dobér sktadnikéw w ciektej czesci podioza po-
zwala wptywac¢ na metabolizm grzybni oraz jej dziatalno$¢ enzymatyczna (18-20).

Rozktad surowca lignocelulozowego odbywa sie za pomocag kompleksu enzymatycznego
wytwarzanego przez rosnacg grzybnie. W skiad tego kompleksu wchodzg enzymy wewnatrz- |
pozakomérkowe (13). Enzymy wewnatrzkomoérkowe sg transportowane przez Sciane komor-
kowa grzybni i gromadza sie na jej powierzchni. Natomiast enzymy pozakomorkowe sa wydzie-
lane do plynnego podioza i charakteryzujg sie znaczng trwaloscig oraz aktywnoscia poza ko-
morka grzybni, nawet w okresie zahamowania jej wzrostu. Prawidtowe dziatanie wspomnianego
kompleksu enzymatycznego wymaga bezposredniego kontaktu grzybni ze statymi czastkami
surowca. Zjawisku taczenia sie strzepek grzybni z czgstkami surowca przeciwdziata mieszanie
podtoza, konieczne do zintensyfikowania przenoszenia pedu, ciepta i masy w Srodowisku ho-
dowlanym. Ruch podtoza, powodowany jego mieszaniem, wywotuje wzajemne tarcie czastek
surowca, a grzybnia znajdujgca sie na ich powierzchni jest mechanicznie $cierana, odrywana
i niszczona, tracac zdolnos¢ do dalszego wzrostu (21,22). Dlatego tez wydajnos¢ i efektywnosé
procesu hodowli grzybni w ptynnych podtozach, bedacych zawiesing drobnych czastek surow-
ca lignocelulozowego, nie sg dotychczas zadowalajgce. Prowadzone sg intensywne badania
nad usprawnieniem tego procesu. Byly one réwniez celem niniejszej pracy.

2. Nowa koncepcja wgtebnej hodowli grzybni
w podtozu zawierajgcym surowiec lignocelulozowy

Prezentowana tutaj nowa koncepcja wgtebnej hodowli grzybni w ptynnym podtozu, zawie-
rajagcym surowiec lignocelulozowy bazuje na pewnych poczatkowych zatozeniach:
- wstepna obrobka surowca sprowadza sie tylko do jego mechanicznego rozdrabniania,
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- inoculum jest wodna zawiesing strzepek grzybni,

- wyjatawianie podtoza hodowlanego odbywa sie za pomoca sterylizacji termicznej,

- warunki hodowli grzybni zapewniajg odpowiednie stezenie i stalg aktywno$¢ kompleksu
enzymatycznego w podtozu,

- warunki mieszania nie powodujg gwattownego zwiekszenia naprezen $cinajgcych
w poditozu hodowlanym.

W mysl tej koncepcji grzybnia powinna rosng¢ we wnetrzu odpowiednio skonstruowanych
oraz niezbyt duzych agregatéw, utworzonych z czastek rozdrobnionego surowca i umieszczo-
nych w cieczy. Wystepuje tu pewne podobienstwo do unieruchomionych mikroorganizmoéw z tg
istotng réznica, ze zrodlem wegla dla rosnacej grzybni jest surowiec lignocelulozowy tworzacy
szkielet agregatéw. Skonstruowane agregaty muszg posiada¢ odpowiednig sztywnos¢, duza
porowatos¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng oraz tworzy¢ jednorodng zawiesine z ciekla czescig
podioza hodowlanego. Ciekta cze$¢ podtoza, zawierajgca rozpuszczalne zwigzki azotowe, sub-
stancje nieorganiczne i buforujgce, witaminy oraz mikroelementy, musi swobodnie przeplywacé
przez wnetrze agregatéw. Wielkos¢ szczelin miedzy poszczegélnymi czgstkami surowca
w agregacie powinna by¢ tak dobrana, aby mogty do nich wnika¢ rozdrobnione strzepki grzybni
z inoculum, ktére po odpowiednim umiejscowieniu sie rozpoczng wzrost. W poczatkowej fazie
wzrostu grzybnia bedzie metabolizowata rozpuszczalne niskoczgsteczkowe produkty termicznej
hydrolizy surowca, tworzgce sie podczas wyjatawiania podtoza hodowlanego. W tej fazie wzro-
stu produkty te stanowig jedyne zZrédio wegla dla grzybni. Mechanizm wzrostu grzybni wewnatrz
agregatu utworzonego z rozdrobnionego surowca lignocelulozowego ilustruje rys. 1.

Rosngca grzybnia bedzie stopniowo oplatata poszczegolne czastki surowca w agregatach,
powodujgc powolne zmniejszanie ich porowatosci. Zjawisko to odgrywa zaréwno pozytywna jak
i negatywna role. Grzybnia wypehiajgc wolne przestrzenie agregatow zwiekszy swoj kontakt
z czastkami surowca oraz zmniejszy przeptyw cieklej czesci podioza, co spowoduje wzrost
stezenia i aktywnosci kompleksu enzymatycznego. Negatywny wptyw zmniejszenia porowatosci
agregatow dotyczy wzrostu oporéw dyfuzji wewnetrznej. Opory te moga spowodowac braki
sktadnikow odzywczych i tlenu, dostarczanych do powierzchni strzepek grzybni przez ciekla
czesé podioza oraz wzrost stezenia metabolitow i produktéw enzymatycznego rozktadu surow-
ca lignocelulozowego. Proces ten moze w ostatecznosci doprowadzi¢ do zahamowania wzro-
stu grzybni, a nawet do jej autolizy. Przeciw-
dziata¢ temu mozna przez intensywniejsze
mieszanie mechaniczne podtoza hodowla-
nego. Pojawiajgce sie w zwigzku z tym zna-
czne naprezenia Scinajgce i zwigzany z nimi
stres mechaniczny (22) nie sg tak niebezpie-
czne dla grzybni, rosngcej wewnatrz agre-
gatéw, jak to ma miejsce w dotychczas sto-
sowanej metodzie wgtebnej hodowli (13-17).

Przy konstruowaniu agregatow mozna
wykorzysta¢ naturalne zdolno$ci flokulacyjne
niektérych dtugich wiokien surowcéw ligno-
celulozowych (np. wiékna bawelny, inu itp.).

Ciekta zawiesina takich wtdkien poddana od-
powiedniemu ruchowi obrotowemu utworzy

Rys.l. Budowa agregatu utworzonego z rozdrob-
nionego surowca lignocelulozowego w poczatko-
wej fazie wzrostu grzybni (strzepki grzybni zaczer-
niono).
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kuliste agregaty o duzej porowatosci i wytrzymatosci mechanicznej (21,23). Wielko$¢ agregatow
zalezy od wymiaréw uzytych widkien, stopnia fibrylacji ich powierzchni, specznienia i elas-
tycznosci, stezenia zawiesiny oraz warunkéw agregacji. tatwo flokulujace wiékna mozna wy-
korzysta¢ do konstruowania agregatéw z czastek surowcéw lignocelulozowych nie posiadajg-
cych tej wlasciwosci (np. rozdrobnione czastki kory, drewna, stomy itp.). W czasie
odpowiedniego ruchu obrotowego cieklej zawiesiny tych skladnikéw, widkna flokulujace
utworza przestrzenng strukture siatkowg unieruchamiajgcg wewnatrz powstalego agregatu
czastki surowca, ktére nie ulegajg flokulacji. Wtasciwosci mechaniczne i budowa takich agrega-
tow zalezg gtdwnie od ilosci uzytych widkien flokulujgcych i warunkéw agregacii.

3. Doswiadczalna weryfikacja nowej koncepcji wgtebnej hodowli
grzybni w podtozu zawierajacym surowiec lignoceluiozowy

Doswiadczalna weryfikacja proponowanej metody wgtebnej hodowli grzybni, w podtozu za-
wierajacym staty surowiec lignoceluiozowy, zostala przeprowadzona przy uzyciu grzybni bocz-
niaka ostrygowatego Pleurotus ostreatus i twardziaka pospolitego Lentinus edodes {Shii-take).
Grzybnie obu grzybéw otrzymano ze Specjalistycznego Gospodarstwa Uprawy Grzybni ,Nad
Brdg” w Bydgoszczy. Surowcem lignocelulozowym byly powszechnie wystepujace odpady, ta-
kie jak; trociny drewna bukowego i sosnowego, kora bukowa oraz stomy; pszenna i rzepakowa.
Pochodzity one z Zaktadéw Celulozy i Papieru w Swieciu nad Wista oraz z podbydgoskich pél
ze zbioréw 1986 r. Do agregacji stosowanych surowcow uzywano widkien szarej tektury maku-
laturowej, wykazujacych duze wiasciwosci flokulacyjne (21). Tekture makulaturowg roz-
wibékniano na sucho w miynie udarowym, otrzymujac wiékna o Srednicy 0,05-0,1 mm oraz
dhugosci 1,0-10,0 mm i powierzchni pokrytej duza iloscia fibryli.

Wstepne przygotowanie surowca lignocelulozowego polegato na suszeniu do wilgotnosci
6-7% i rozdrobnieniu w miynie udarowym oraz przesianiu przez sita o wymiarach oczek
0,12 mm i 0,385 mm. Obsenwacje mikroskopowe przesianych czgstek surowca dowiodly, ze bu-
dowa ich przypominata potamane igty o gtadkiej powierzchni i ostrych krawedziach. Wyjatek
stanowity czastki stomy rzepakowej i kory bukowej, ktérych powierzchnia byta stosunkowo po-
rowata.

Badania agregacji stosowanych surowcéw lignocelulozowych prowadzono w plasko-
dennych szklanych kolbach kulistych o pojemnosci 0,5 dm”. W kazdej kolbie znajdowato sie
150 g wodnej zawiesiny czastek badanego surowca i widkien tektury. Stezenie tej zawiesiny
byto state i wynosito 4%. Tworzac mieszanine czastek surowca i widkien tektury zmieniano ich
wzajemne proporcje i spos6b przygotowania, Stosowano nastepujgce ilosci widkien tektury;
10%, 20%, 30%, 40%, i 50%. Przygotowanie mieszaniny czastek surowca i widkien tektury pro-
wadzono trzema r6znymi sposobami;

a) odpowiednie ilosci skladnikbw mieszano mechanicznie na sucho, a pozostatg mieszaning
moczono w wodzie przez jedng dobe,

b) odpowiednie ilosci sktadnikébw mieszano mechanicznie w wodzie, a nastepnie moczono
je dalej przez jedna dobe,

c) odpowiednie ilosci sktadnikdw wsypywano do wody w sposob przypadkowy i bez mie-
Szania moczono przez jedng dobe.

Tak przygotowane mieszaniny obrabiano cieplnie (caly cykl sterylizacji metodg Kocha (24),
gdyz w badaniach hodowli grzybni podtoze musi by¢ jatlowe) i po ochtodzeniu poddawano pro-
cesowi agregacji. Proces ten polegat na wstrzgsaniu zawartosci kolb we wstrzasarkach typu
Shaker przez jedna dobe z czestotliwosciag 2 obr/s i amplitudg | cm.

Powstate agregaty poddawano badaniom mikroskopowym w celu okreslenia ich budowy.
Oznaczano rowniez ilos¢ sktadnikéw, ktére nie ulegly agregaciji wykorzystujac metode wagowa
(25). Badano takze wytrzymato$¢ mechaniczng agregatow. Badania te polegaty na intensywnym
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Rys. 2. Fotografia agregatu powstatego z widkien tektury makulaturowej i czastek stomy pszennej (w tle wi-
doczna jest siatka milimetrowa).

mieszaniu 50 przypadkowo wybranych agregatéw i umieszczonych w 0,5 dm” wody destylowa-
nej. Zawiesing tych agregatbw mieszano za pomocag turbinowego mieszadta Rushtona
o $rednicy 40 mm, obracajacego sie z predkoscig 480 obr/min. Szybkos¢ rozpraszania energii
na obwodzie mieszadla wynosita w tych warurikach 0,7 W/kg. Wielko$¢ i ksztatt mieszalnika
byly zawsze takie same, a mieszanie trwato 0,5 godziny. Rezultatem tych badan byto procento-
we okreslenie ilosci nie zniszczonych agregatow.

Wszystkie otrzymane agregaty, bez wzgledu na rodzaj uzytego surowca lignocelulozowego,
miaty posta¢ wiekszych lub mniejszych kuleczek o duzej porowatosci. Przyktadowo na rys. 2
przedstawiono fotografie agregatu powstatlego z wibdkien tektury i czastek stomy pszenne;.
Wytrzymatos¢ mechaniczna agregatéw zalezata od zawartosci wiokien tektury. Obecnos$¢ 40%
tych widkien zapewniata juz odpowiednio duza wytrzymato$¢ oraz powodowata (w badanych
warunkach) praktycznie catkowitg agregacje uzywanego surowca. Sposdb przygotowania mie-
szaniny wiokien tektury i czastek surowca miat réwniez dos¢ istotny wptyw na agregacje. Najko-
rzystniejszy byt sposéb (b) polegajacy na wstepnym wymieszaniu sktadnikébw w wodzie. Dlate-
go tez do hodowli grzybni boczniaka i twardziaka zastosowano agregaty sporzadzone wedtug
tego sposobu. Uzywane agregaty zawieraty 30% wiokien tektury i 70% czastek surowca, a ich
ilos¢ w podtozu hodowlanym wynosita 4% (w odniesieniu do suchej substancji). Przeprowadzo-
no dwie serie doswiadczalnych hodowli, r6znigcych sie sktadem ciektej czesci podtoza. W pier-
wszej serii (I) ciekta czesé stanowita 4% wodna zawiesina gestwy drozdzy piwnych (w odniesie-
niu do suchej substancji), ktérej sktad byt nastepujacy: sucha substancja - 22,24%, biatko -
14,50%, substancje redukujgce - 5,62%, celuloza - 1,15%. W drugiej serii (ll) ciekla czes¢
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podioza zawierata 0,5% (NH4)2S04, 0,05% KH2PO4 i 0,02% MgS04 w wodzie destylowanej. Od-
czyn podioza ustalano zawsze na poziomie pH = 6,5-6,9.

Hodowle grzybni prowadzono w kolbach wstrzgsanych (24), uzywajac szklanych kolb kulis-
tych o pojemnosci 0,5 dm” i zawierajgcych 150 g badanego podioza hodowlanego. Kolby z
podtozem byly sterylizowane metodg Kocha (24). Inoculum stanowita wodna zawiesina homo-
genizowanych strzepek grzybni, ktéra wczesniej wyhodowano w ptynnym podiozu zawieraja-
cym 4% zawiesine miekiszu Chleba w wodzie (21). Homogenizacje prowadzono w homogeniza-
torze typu 302, (12 000 obr/min przez | minute) uzyskujac strzepki o sredniej dtugosci 0,035 mm
i Srednicy 0,002-0,008 mm. Kazda kolbe zaszczepiano 5g inoculum i wstrzgsano we wstrzasar-
kach typu Shaker (czestotliwos¢ 2 obr/s i amplituda 1 cm) przez 20 déb w temperaturze 25°C.
Réwnoczesnie prowadzono hodowle grzybni w podtozu bedacym 4% zawiesing rozdrobnio-
nych czastek badanych surowcéw lignocelulozowych bez widkien tektury. Warunki i metodyka
tej hodowli byly identyczne jak w przypadku zawiesiny zagregowanych surowcow.

Budowa produktu pohodowlanego uniemozliwiala oddzielenie grzybni od pozostatosci
czastek surowca lignocelulozowego. Dlatego tez stezenie wyhodowanej grzybni w tym produk-
cie okreslano metoda posrednig, polegajaca na oznaczaniu azotu organicznego metoda Kjelda-
hla (25). Wyniki przeprowadzonych hodowli grzybni boczniaka i twardziaka przedstawiono w ta-
beli 1, odliczajac ilos¢ azotu zawarta w badanym surowcu lignocelulozowym od catkowitej.

Tabelal
Wyniki hodowli grzybni boczniaka i twardziaka w ptynnych podtozach
zawierajgcych surowiec lignocelulozowy

Stosowany Stezenie azotu organicznego w suchym produkcie pohodowlanym (%)

surowiec Grzybnia boczniaka Grzybnia twardziaka
lignocelulozowy Seria | Seria I Seria | Seria I

SL SL-I-WT SL SL-I-WT SL SL-I-V\n' SL SL+WT

drewno bukowe 1,81 4,49 1,55 3,80 1,48 4,08 1,30 3,34
drewno sosnowe 1,47 3,97 1,30 3,11 1,86 4,45 1,58 3,71
kora bukowa 1,12 3,46 0,86 2,76 0,96 2,78 0,83 2,41
stoma pszenna 1,52 3,82 1,05 3,13 1,33 3,62 1,21 2,97
stoma rzepakowa 2,76 5,27 2,59 4,75 2,60 5,20 2,41 4,73

SL - surowiec lignocelulozowy; SL-f-WT - surowiec lignocelulozowy + wibkna tektury (agregaty).

Okazalo sie, ze agregacja czastek surowca w istotny spos6b poprawiata warunki wzrostu
obu grzybni, powodujgc nawet 2-3-krotne zwiekszenie stezenia azotu w stosunku do czgstek
nie zagregowanych. Mozna wiec przyjac, ze stezenie grzybni zmieniato sie w tych samych pro-
porcjach. Agregaty surowca byty catkowicie pokryte warstwag grzybni przenikajacej do ich
wnetrza, co przykltadowo ilustruje rys. 3 przedstawiajacy fotografie agregatu czastek drewna bu-
kowego przerosnietego grzybniag boczniaka.

Kolejny, rys. 4 pozwala przesledzi¢ typowe zmiany budowy i rozmiaréw agregatow czastek
przed i po hodowli w nich grzybni. W tym przypadku chodzi o agregaty czastek drewna buko-
wego i grzybnie boczniaka.

4. Podsumowanie

Proponowana w tej pracy nowa koncepcja wgtebnej hodowli grzybni w podtozu zawierajg-
cym surowiec lignocelulozowy jest stuszna i moze znalez¢ praktyczne zastosowanie. Teze te
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Rys. 3. Fotografia agregatu drewna bukowego przero$nietego grzybnig boczniaka. Z lewej strony widok
powierzchni agregatu, z prawej jego poprzeczny przekréj (w tle widoczna jest siatka milimetrowa).

Rys. 4. Fotografia agregatéw drewna bukowego przed (lewa strona) i po hodowli w nich grzybni boczniaka
(prawa strona) (w tle widoczna jest siatka milimetrowa).
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potwierdzajg przeprowadzone badania hodowli grzybni boczniaka i twardziaka w pltynnym
podiozu bedacym wodng zawiesing agregatéw surowca z dodatkiem gestwy drozdzy piwnych
lub substancji nieorganicznych ( (NH4)2S04, KH2PO4, MgS04). Stezenie grzybni rosnacej
w agregatach jest 2-3 razy wyzsze niz w przypadku uzycia nie zagregowanych czastek surowca
w takich samych warunkach hodowli. Grzybnia znalazta wewnatrz agregatow sprzyjajace warun-
ki wzrostu, eliminujgce niekorzystny wplyw czynnikbw zewnetrznych (naprezenia $cinajgce,
wzajemne tarcie czgstek surowca itp.) i usprawniajgce prace kompleksu enzymatycznego. Ze
wzrostem grzybni wewnatrz agregatéw surowca lignocelulozowego wiazg sie problemy natury
inzynierskiej, takie jak: konstrukcja agregatéw, mieszanie i napowietrzanie ich zawiesiny oraz
opory dyfuzyjne (sktadnikow odzywczych itlenu do wnetrza agregatéw oraz produktow metabo-
lizmu i degradacji na zewnatrz). Zaprezentowany tutaj sposob agregacji surowca jest procesem
bardzo niedoskonalym, znajdujgcym zastosowanie jedynie w skali laboratoryjnej. Zachodzi za-
tem konieczno$¢ jego usprawnienia. Dotychczasowe badania autora wskazuja, ze proces agre-
gacji zachodzi réwniez podczas klasycznego mieszania zawiesiny surowca lignocelulozowego
i wiékien flokulujagcych w mieszafniku oraz przy zastosowaniu znanych metod granulacji
(bebnowej i talerzowej) materiatow sypkich (26). Obecnie juz wiadomo, ze istnieje mozliwos¢
prowadzenia agregacji czastek surowca w skali technicznej przy stosunkowo niskich kosztach.

Agregaty surowca z rosngca w nich grzybnig po przemyciu i wysuszeniu mozna stosowac
jako wysokobiatkowy komponent do pasz zwierzecych. Stosunkowo duza szybkos$¢ wzrostu
grzybni w agregatach oraz mozliwosc tatwej regulacji prowadzonej przez nig selektywnej degra-
dacji poszczegdinych sktadnikéw surowca lignocelulozowego, moze stanowi¢ metode usuwa-
nia odpadow.

Summary

Submerged culture of fungy Pleurotus ostreatus and Letinus edodes on lignocellulisic materials was
investigated. It was determined that fuingy grow on aggregated particles from 2 to 3 times faster than on
non-aggregated materials.
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NOWOSCI!

Biologiczna ochrona ro$lin

W Stanach Zjednoczonych stosuje sie obecnie ok. 24 tys. pestycydéw majacych w skladzie
ok. 600 zwiazkéw pochodzacych z syntezy chemicznej, a tylko 11 wytwarzanych ze zrédet bio-
logicznych. Tylko 1% szkodnikéw niszczy sie metodami biologicznymi. Wiekszos$¢ biopestycy-
doéw to wydzielone substancje z 4 tys. szczepow Bacillus thuringensis] toksyny skutecznie zwal-
czajgce owady w roznych stadiach rozwojowych. Niestety toksyny te w warunkach naturalnych
sg nietrwate i wolno dzialaja. Stwierdzono jednak, ze preparaty toksyn B. thuringensis zamkniete
w ostonkach, skiadajgcych sie ze skrobi i cukru, sg trwalsze i 4-krotnie skuteczniejsze.

Biotechnologiczne firmy amerykanskie zajmujgce sie produkcja biopestycydéw wybierajg
jedng z dwu strategii; konstruujg zrekombinowane bakterie nadprodukujgce toksyny i zabijajg je
w taki sposob, aby zachowac integralnos¢ powtok zewnetrznych. Powstaje co$ w rodzaju biolo-
gicznej kapsutki zawierajgcej duze ilosci pestycydu. Tymi preparatami opryskuje sie rosliny. Dru-
gi sposob postepowania wigze sie z rekombinacjg gendéw toksyn w endofitach - bakteriach zyja-
cych w roslinach; poprzez zakazenie takimi bakteriami nasion roslin zamierza sie chronic je
przed szkodnikami. W znanej firmie Monsanto od lat prowadzi sie réwniez préby konstrukcji
roslin transgenicznych, niosgcych w genomie gen kodujgcy toksyny. Wyniki takich préb sa bar-
dzo obiecujace.

M.F.

Opracowano na podstawie; (9 July 1990), The Scientist.
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