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1.Wstep

ostepujgce zuzycie nieodnawialnych zasobdéw surowcéw paliwowych na
Ps’wiecie, a takze koniecznos¢ ochrony srodowiska naturalnego, sklaniaja
do poszukiwania alternat}wnych zrédet energii, m.in. w biomasie roslinnej,
ktorej ilosci gromadzone co roku, przewyzszajg dziesieciokrotnie jej zuzycie.
Szacuje sie, ze jej roczna produkcja na Swiecie, w wyniku fotosyntezy, wynosi
od 2,5 do 5 X 10"® t. Ponad polowe tego stanowia produkty uboczne, ktére
sa wykorzystywane tylko czesciowo lub w ogdle nie podlegaja zagospodaro-
waniu. Zaliczy¢ do nich mozna: roslinnos¢ ladowa i wodnag, nadwyzki i po-
zostalosci z produkciji rolniczej i lesnej, makulature, wszelkie odpady organi-
czne przemystu spozywczego oraz gospodarki komunalnej (1,2).

Wymienione materialy ligninocelulozowe moga stanowi¢ pokazna rezerwe
surowcow weglowodanowych dla wielu przemystéw stosujgacych technologie
bioprocesowe. W ich sktadzie wyrdznia sie trzy gtéwne skiadniki: celuloze,
lignine oraz hemiceluloze. Najwieksze zainteresowanie biotechnologéw skie-
rowane jest na wykorzystanie celulozy, poniewaz produktem jej hydrolizy
jest glukoza, a zatem cukier tatwo wykorzystywany przez mikroorganizmy.
Czynnikiem ograniczajacym biotechnologiczne przetwarzanie ligninocelulozy
jest drugi z jej podstawowych sktadnikéw, tj. lignina. Jest ona wysoce od-
porna na wszelkiego rodzaju biologiczne transformacje. Jej obecnos¢ utrud-
nia enzymom hydrolitycznym dostep do celulozy. W celu rozluznienia kom-
plekséw celulozy z ligning i hemicelulozami czesto stosuje sie szereg operacji
wstepnych przed zastosowaniem metod biotechnologicznych, ktére polegajg
na traktowaniu czynnikami chemicznymi lub fizycznymi (3-5).

Obecnie w wielu osrodkach naukowych prowadzone sa prace badawcze
w kierunku ekonomicznie i ekologicznie uzasadnionego zagospodarowania od-
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padoéw ligninocelulozowych. Powstajg pilotowe stacje doswiadczalne o zrézni-
cowanych mozliwosciach przerobu surowcow (od It dziennie do 1-4 t/godzine)
i kierunkach ich wykorzystania (produkcja biatka paszowego, enzymoéw, eta-
nolu, furfurolu, kwaséw organicznych i in.). Stanowi to wyrazna zachete dla
polskich jednostek badawczych ku wiekszemu zaangazowaniu w opracowanie
nowoczesnych technologii przerobu surowcdéw ligninocelulozowych.

2. Cel badan

Bezposrednim celem badan byly nastepujgce zadania:

— intensyfikacja przemian weglowodanéw w odpadach ligninocelulozo-
wych oraz ocena skutkéw ich biodegradacji przez grzyby strzepkowe,

— ocena efektywnosci procesow biodegradacyjnych w zaleznosci od wste-
pnej obrébki surowca ligninocelulozowego, skladu podtoza, metody hodowtli
(powierzchniowa lub wstrzgsana) oraz sposobu jej prowadzenia (pojedyncze
lub mieszane kultury grzybéw),

— poréwnanie skladu chemicznego substratow oraz preparatow po ich
biodegradaciji przez grzyby strzepkowe ze szczegéinym uwzglednieniem ubyt-
ku suchej masy i przyrostu zawartosci biatka,

— ocena efektéw biodegradacji btonnika pokarmowego w substratach,
w zaleznosci od jego sktadu, doboru szczepéw grzybéw i warunkéw ich ho-
dowhi,

— poréwnanie sktadu cukrow prostych w blonniku pokarmowym oby-
dwoch substratéow przed i po hodowli grzybéw.

3. Organizacja badan

Badania prowadzono z udzialem trzech szczepow gr:?ybow strzepkowych:
Aspergillus niger 33/20/9, Trichoderma reesei 4/9d z kolekcji szczepéw In-
stytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie oraz Tri-
choderma reesei 9414 z kolekcji szczepow Katedry Technologii Przemystu
Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa AR w Lublinie.

W doswiadczeniach zastosowano dwa rodzaje substratow ligninocelulozo-
wych: nieuzyteczne odpady pszenne pozostajgce po czyszczeniu ziarna, oraz
okrywe nasienng (luske) bobiku odmiany Nadwislanski. Wymienione sub-
straty po rozdrobnieniu w miynku udarowym typ 820 P60 w ciagu 5 min
przy 2000 obr./min wykorzystano jako gtéwny skiadnik podtoza hodowla-
nego (syntetyczne podioze Saundersa (6)) w itosci 10% (w przeliczeniu na
s.m.), ktérego kwasowos$¢ doprowadzano do pH 4,5, za pomocg pH-metru
uniwersalnego, dodajgc IN roztwdér HCL. Podioze w ilosci 100 cm”™ umiesz-
czano w kolbach stozkowych ok. 500 cm” lub w butelkach Roux ok. 500 cm”
i sterylizowano w temperaturze 121°C przez 20 min. Tak przygotowane pod-
toze zaszczepiano odpowiednimi szczepami grzyboéw strzepkowych dodajac
inoculum w postaci zmywu ze skosu agarowego PDA (podioze ziemniacza-
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no-glukozowe) (7) o powierzchni 5 cm”, zalanego 10 cm” ptynu fizjologiczne-
go. Hodowle grzybéw prowadzono przez 10 dni w temperaturze 28°C, po-
wtarzajgc je 3-4-krotnie, kazdorazowo w seriach po 4 kolby, zaszczepiane
jednym rodzajem grzyba.

Doswiadczenia obejmowaly nastepujace etapy:

1. Dobdr metody hodowli grzybow strzepkowych: hodowle powierzchniowe
(w butelkach Roux ok. 500 cm”, w komorze cieplnej) lub wstrzgsane (w kol-
bach stozkowych ok. 500 cm” we wstrzgsarce New Brunswick S25 przy
szybkosci 200 rpm).

2. Okreslenie wplywu zastosowania wstepnej modyfikacji surowcow: fizy-
kochemicznej lub enzymatycznej na efektywnos¢ biokonwersiji ich skiadni-
kdéw przez grzyby.

Sposob obrdébki fizykochemicznej:

tuski bobikowe lub odpady pszenne fgczono z 1% roztworem NaOH w pro-
porcji 1:5 (m/v) i tak przygotowana zawiesine przetrzymywano w autoklawie
w temperaturze 121°C przez 60 minut.

Po tym czasie zawiesine filtrowano, a osad przeptukiwano woda wodocia-
gowa do zobojetnienia. Tak przygotowane surowce ligninocelulozowe (trawio-
ne tuski bobikowe lub odpady pszenne), uzyto do namnazania biomasy grzy-
béw strzepkowych, dodajac je do podioza Saundersa w ilosci 10% (w prze-
liczeniu na suchg mase)

Sposob hydrolizy enzymatycznej:

tuski bobikowe lub odpady pszenne igczono z woda destylowang w pro-
porcji 1:9 (m/v), doprowadzano do kwasowosci pH 5,0 za pomoca pH-metru
uniwersalnego, stosujac IN roztwér HCI. Tak przygotowane substraty do
hydrolizy w ilosci 100 cm”, umieszczano w kolbach stozkowych ok. 500 cm”
i sterylizowano w temperaturze 121°C przez 20 minut. Nastepnie w steryl-
nych warunkach dodawano preparaty enzymatyczne Viscozyme™ 120t (No-
voNordisk AS-Dania) lub Cellulase (EC 3.2.1.4. SIGMA) w ilosci 250 j.a.
w stosunku do ilosci substratu) .

W zaleznosci od zastosowanego preparatu ustalono nastepujace warunki
hydrolizy:

— dla preparatu Viscozyme™: temperatura hydrolizy 50°C, czas 12 godzin,

— dla preparatu Cellulase: temperatura hydrolizy 37°C, czas 12 godzin,

W obydwu wariantach proces hydrolizy powtarzano 3-4-krotnie, kazdo-
razowo w seriach po 4 kolby, do ktérych dodawano jeden z preparatow
enzymatycznych. Hydrolizaty traktowano jako poditoze do namnazania bio-
masy grzybow strzepkowych (po uprzednim uzupetnieniu w niezbedne zwigz-
ki mineralne i sterylizacji w warunkach jw.).*

* 1 j.a. = 1 |[imol glukozy uwalniany z celulozy (bibuta Whatman 1) przez Ih, w temp. 37°C,
przy pH 5,0.
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3. Wyboér induktora biosyntezy enzymoéw kompleksu celulolitycznego po-
przez namnazanie grzyboéw na poditozu Saundersa z udziatem celulozy What-
man (CC41) i cukréw: glukozy, sacharozy, laktozy, celobiozy i skrobi, sto-
sowanych w ilosciach 3+3% (m/v), wg sposobu: 3% glukozy + 3% celulozy,
lub 3% sacharozy + 3% celulozy itd. Po 5-dniowym namnazaniu grzyboéw
strzepkowych grzybnie oddzielano, a ptyn pohodowlany analizowano pod
wzgledem ogélnej aktywnosci celulolitycznej (FPU Assay) (8).

Skutecznos¢ indukcyjng wybranego cukru okreslano w hodowlach grzy-
boéw na podiozach z udzialem substratu ligninocelulozowego, stosujgc go
dodatkowo do podiéz hodowlanych w ilosci 50% btonnika surowego (zawar-
tego w dodanym do podtoza surowcu tigninocelutozowym).

4. Okreslenie wplywu zastosowania hodowli mieszanych kultur grzybo-
wych na efektywnos$¢ biokonwersji substratéow ligninocelulozowych. Hodowle
mieszane prowadzono w dwoch wariantach. W pierwszym, pojedyncze szcze-
py grzybow namnazano metoda wstrzgsang, w opisanych warunkach przez
5 dni. Po tym czasie wprowadzano inoculum drugiego szczepu grzyba strzep-
kowego i kontynuowano hodowle mieszanych kultur grzybowych przez ko-
lejnych 5 dni. Przyktadowo: jezeli w pierwszej kolejnosci namnazano grzyby
Trichoderma reesei (4/9d lub 9414), to jako drugi szczep doszczepiano Asper-
gillus niger. W drugim wariancie, gdzie jako pierwszy namnazano Aspergillus
niger, w nastepnej kolejnosci doszczepiano Trichoderma reesei (odpowiednio
4/9d lub 9414).

Po zakonczeniu hodowli w kazdym z etapdw badan, otrzymany preparat,
tj. podtoze wraz z namnozong biomasg grzybdéw, suszono (60°C/48h), wazono
i po zmieleniu w miynku udarowym (5 min/2000 obr./min) poddawano ana-
lizie chemicznej oznaczajac zawartos¢: suchej substanciji, popiotu, substancji
azotowych i biatka ogétem wg Kjeldahla (9), skrobi (10), substancji azotowych
niebiatkowych (rozpuszczalnych w 12% roztworze kwasu tréjchlorooctowego)
wg Bhatty (11), btonnika (widékna surowego) wg Scharrera-Kurschnera (10).

W wybranych preparatach oznaczono ponadto zawartos¢ blonnika pokar-
mowego rozpuszczatnego w wodzie (SDK) i nierozpuszczalnego (IDF) wg Aspa
(12), oraz cukréw prostych wchodzacych w skiad frakcji IDF btonnika po-
karmowego wg Bjergegaarda (13).

W celu dokonania oceny zmian w sktadzie chemicznym kazdego z surow-
cow ligninocelutozowych po biologicznej degradaciji, uzyskane wyniki porow-
nano ze skiadem préb kontrolnych (wysuszone, nie zaszczepione podioza
z dodatkiem tusek bobikowych tub odpadéw pszennych). Obliczenia zostaty
oparte na wartosciach wyrazonych w gramach danego sktadnika (biatko wia-
sciwe* lub btonnik) przypadajacych na srednig mase préby po wysuszeniu.
Wydajnos¢ procesu biosyntezy bialka obliczano jako procentowy stosunek
przyrostu biatka wtasciwego w danym preparacie, do ubytku suchej masy
podioza. Przyktady obticzenn przedstawiono w opisie tabeli 2.

biatko wlasciwe — sposéb obliczenia w tabeli 1.
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4. Omowienie wynikow

Na wstepie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze oba substraty chara-
kteryzowaly sie sktadem typowym dla surowcoéw ligninocelulozowych, a skiad-
nikiem o znaczgcym udziale procentowym byt btonnik (wi6kno surowe). Jego
zawartos¢ w tusce bobikowej wynosita 50,1% s.s., zas w odpadach pszen-
nych: 23,6% s.s. (tab. 1). Wsréd pozostatych skladnikow przewazaty: skrobia,
ktorej zawartos¢ w tuskach bobikowych wynosita 10,71% s.s., a w odpadach
pszennych 14,2 % s.s. oraz biatko ogdétem, odpowiednio: 6,3 i 6,8% s.s.
Odpady pszenne charakteryzowaly sie ponadto wysoka zawartoscia popiotu,
siegajaca 18,9% s.s.

Tabela |
Sk#ad chemiczny surowcéw ligninocelulozowych: tuski bobiku i odpadéw pszennych

Skiadnik (%)/ buski bobikowe Odpady pszenne
(% s.s.) natywne trawione natywne trawione

sucha substancja 89,4 93,41 91,44 91,12
popiot 3,8 2,49 18,97 5,53
azot ogoétem 1,01 0,94 1,09 0,36
biatko ogoétem* 6,31 5,87 6,81 2,25
azot rozpuszczalny w 12% roztw. KTO? 0,18 0,03 0,39 0,05
biatko wiasciwe*” 5,19 5,68 4,37 1,94
weglowodany ogétem 89,9 91,64 74,22 92,22
skrobia 10,7 7,57 14,25 9,38
btonnik (wtékno surowe) 50,1 64,79 23,62 28,02

' Bialko ogétem = Nog. 6,25
2KTO — kwas tréjchlorooctowy
3 Biatko witasciwe = (Nog - Nrozp.w 12% KTO) 6,25.

Surowce ligninocelutozowe poddane obrébce mechanicznej stanowity
gtowny skiltadnik podtéz do hodowli grzybéw strzepkowych.

W pierwszym etapie doswiadczenia przeprowadzono namnazanie trzech
szczepow grzybow strzepkowych: Trichoderma reesei 9414, Trichoderma re-
esei 4/9d i Aspergillus niger 33/20/9 metoda powierzchniowg i wstrzasang.

Poréwnujac efekty uzyskane po namnazaniu grzybéw strzepkowych na
podiozach z dodatkiem tusek bobikowych dwoma metodami nalezy stwier-
dzi¢, ze korzystniejsze wyniki uzyskano po hodowlach prowadzonych metoda
wstrzgsang (tab. 2). Zaréwno przyrost zawartosci biatka w stosunku do préby
kontrolnej (24,5-54,8%), jak i ubytek widkna surowego (38,3-47,4%) osiagnat
wartosci wyzsze niz w metodzie powierzchniowej, odpowiednio: 6-41% i 29,8-
44,7%.

biotechnologia 1 (44) 99






Intensyfikacja przemian weglowodanéw w odpadach ligninocelulozowych 131

100

co

10
JD

co
(0]

T reesei 9414 Ireese/9414
A.niger T reese/4/9d A.niger T. reesei4/9¢

Rys. 1. Zmiany zawartosci biatka i btonnika w preparatach po hodowli grzybéw strzepkowych
na podtozach z udziatem natywnych i trawionych tusek bobikowych.

Po hodowlach grzybow na podiozach z udzialem odpaddéw pszennych nie
stwierdzono takich zaleznosci. Zmiany w zakresie wymienionych sktadnikéw
ksztaltowaly sie na zblizonym poziomie. Biorac pod uwage uzyskane rezul-
taty, w dalszyeh etapaeh doswiadczenn stosowano metode wstrzasang.

Oceniajgc efekty namnazania grzybow na podtozach z udzialem substra-
tow modyfikowanych fizykochemicznie, poréwnano je z rezultatami uzyska-
nymi w hodowlach na podtozach z substratami natywnymi. tuski bobikowe
poddane wstepnemu trawieniu, jak sie okazato, byly bardziej podatne na
biodegradacje niz w postaci natywnej, co potwierdzajga wyniki zaprezentowa-
ne na rysunku 1. Zaréwno przyrost zawartosci biatka (w stosunku do préby
kontrotnej): 59,1-88,8%, jak i stopien degradacji btonnika: 46,2-58,5%,
osiagnatl wartosci wyzsze odpowiednio 31,9-34,6% i 7,9-20,2%.

A. niger okazat sie szczepem o0 najkorzystniejszych zdolnosciach do wyko-
rzystywania skladnikéw tusek bobikowych uzytych w podiozach hodowla-
nych, zarébwno w postaci natywnej jak i trawionej.

Odpady pszenne byly bardziej podatne na degradacje przez grzyby z ro-
dzaju Trichoderma niz Aspergillus, jednak rezultaty uzyskane po namnazaniu
grzybéw na podtozu z ich udzialem w postaci trawionej, byly odmienne od
osiggnietych w doswiadczeniach z tuskami bobikowymi. Po hodowli kazdego
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ze szczepoOw grzybow przsrrosty zawartosci biatka (41,5-50%) i ubytki btonnika
(24,7-33,5%) byly mniej korzystne niz uzyskane po namnazaniu grzyboéw na
podiozu z surowcem natywnym; odpowiednio: 64,7-91,9% i 33,1-47,6%. Zna-
lazto to potwierdzenie w ocenie wydajnosci biosyntezy biatka, gdzie uzyskano
dwu-, a nawet trzykrotnie mniejsze wartosci (7,9-11,7% wobec 15,3-32,6%).
Tak niekorzystne rezultaty mogty by¢ wynikiem usuniecia z odpaddéw pszen-
nych w procesie trawienia czesci skladnikow, efektywnie wykorzystywanych
przez grzyby, w ilosciach wiekszych niz z tusek bobikowych (tab. 1)

Oceniajgc efekty hodowli grzybéw strzepkowych na poditozach z udziatem
substratéw wstepnie hydrolizowanych enzymatycznie nie stwierdzono pozy-
tywnego wplywu wymienionego zabiegu na intensywnos¢ biodegradacji lig-
ninocetuloz. Ubytki btonnika w uzyskanych preparatach wynosity od kilku
do kilkunastu procent, przy czym wyjatek stanowit preparat po namnazaniu
A. niger na podiozu z tluska bobikowa wstepnie hydrotizowang Celulase,
w ktorym stopien degradacji blonnika osiggnat wartos¢ 20%. Pomimo ko-
rzystnego przyrostu zawartosci biatka w omawianym preparacie, wynoszg-
cego 68,5% nie uzyskano wyzszej wydajnosci jego biosyntezy niz po hodowli
wymienionego grzyba na podiozu z substratem natywnym.

W kolejnym etapie badan podjeto préby zwiekszenia sekrecji enzymow
kompleksu celulolitycznego przez grzyby strzepkowe.

Celulazy nalezg do grupy enzymoéw indukcyjnych, a zatem ich biosynteza
jest uwarunkowana obecnoscia w podtozu substancji petnigcych funkcje in-
duktoréw, wsrod ktorych najwazniejsza jest celuloza (14-17). W prébach za-
stosowania obok celulozy dodatkowego zrédia wegta (cukru) wykazano, ze
moze by¢ to sposobem intensyfikacji ich biosyntezy. Na rysunku 2 przed-
stawiono pordwnanie aktywnosci cetutolitycznej ptynéw pohodowlanych, uzy-
skanych po namnazaniu grzybéw na podtozach z udziatem celulozy i dodat-
kowego cukru (glukozy, sacharozy, laktozy, celobiozy lub skrobi).

Dla szczepéw A. niger i T. reesei 9414 najkorzystniejsze okazato sie pod-
toze z udzialem celulozy i sacharozy. Aktywnosc¢ celulolityczna ptynu poho-
dowlanego wynosita odpowiednio: 4,9 FPU/cm” i 3,08 FPU/cm”, natomiast
filtraty otrzymane po hodowli szczepu Trichoderma reesei 4/9d wykazywaly
najwyzsza aktywnosc¢ celulolityczng, gdy podioze wzbogacono w celuloze i la-
ktoze: 1,39 FPU/cm”.

W toku dalszej czesci prowadzonych badan, grzyby namnazano na poditozach
z udziatem odpadéw pszennych tub tuski bobikowej. Biorac pod uwage wczes-
niejsze wyniki ustalono, ze w podiozu do hodowli Aspergillus niger 33/20/9
i Trichoderma reesei 9414 dodatkowym zrédiem wegla bedzie sacharoza.

Po hodowlach grzybéw A. niger i T. reesei 9414 na podtozach wzbogaco-
nych w sacharoze stwierdzono wiekszy przyrost zawartosci biatka: 55,3-
77,7% (tuski bobikowe) i 111,3-125,8% (odpady pszenne) niz po namnazaniu
grzybéw na podiozach bez dodatkowego zrédia wegla, odpowiednio: 35,1-
54,9% i 75,5-91,9%. Jednoczes$nie zaobserwowano mniejszy stopienn degra-
dacji btonnika, co sugeruje, ze grzyby przede wszystkim wykorzystywaly ta-
twiej dostepne zrodio wegla, tj. sacharoze, ograniczajgc tym samym zuzycie
skiadnikéw tigninocelulozowych (rys. 3).
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Rys. 2. Poréwnanie aktywnosci celulolitycznej ptynéw pohodowlanych w zaleznosci od rodzaju
dodatkowego zrédta wegla w podiozu: 1 — glukoza + celuloza, 2 — sacharoza + celuloza, 3 —
laktoza + celuloza, 4 — celobioza + celuloza, 5 — skrobia + celuloza.
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Rys. 3. Zmiany zawartosci biatka i btonnika w preparatach po hodowli grjcybéw strzepkowych
na podtozach z udziatem surowcoéw ligninocelulozowych i sacharozy.
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Rys. 4. Zmiany zawartosci biatka i blonnika w preparatach po hodowli mieszanych kultur
grzybowych.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono namnazanie mieszanych kultur
grzybowych, zakladajac, ze poprawi to efekty biodegradacji skladnikéw su-
rowcow tligninocetutozowych.

W wyniku hodowti dwéch szczepédw grzybéw na podtozach z dodatkiem
tusek bobikowych zaobserwowano gtebsze przemiany biodegradacyjne, wow-
czas gdy w pierwszej kolejnosci namnazano szczep A. niger. Ubytek btonnika
w tych hodowlach wynioést 54,5-56,6%, zas przyrost zawartosci biatka: 29,8-
30,9%. Po namnazaniu grzybéw w odwrotnej kotejnosci, uzyskano wyraznie
mniej korstne efekty (rys. 4). Podobne zaleznosci zostaly zaobserwowane
w skladzie preparatéw uzyskanych po hodowlach grzybéw prowadzonych na
podiozach z dodatkiem odpaddéw pszennych. Na podstawie przeprowadzonej
anatizy wynikdbw wykazano, ze w warunkach tego doswiadczenia najkorzy-
stniejszy byt wariant, gdzie jako pierwszy namnazano szczep A. niger, a na-
stepnie T. reesei 4/9d. Ubytek blonnika w uzyskanym preparacie siegnat
51,8%, a przyrost zawartosci biatka wynidést 101,6%. Zmiany w zakresie
podstawowych skladnikbw odpadoéw pszennych w preparatach uzyskanych
po hodowtach pozostatych par grzybéw strzepkowych byly mniej korzystne,
chociaz nie roznily sie tak wyraznie jak w preparatach otrzymanych po ho-
dowtach na podiozach z dodatkiem tusek bobikowych.

Podczas namnazania mieszanych kuiltur grzybowych uzyskano niewielkag
wydajnos¢ biosyntezy biatka. Zuzycie suchej masy podtoza podczas omawia-
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tuski bobikowe odpady pszenne

Rys. 5. Poréwnanie wydajnosci biosyntezy biatka w hodowlach pojedynczych i mieszanych
kultur grzybowych.

nych hodowli byto wyjatkowo wysokie: 23,3-33,3% (podtoze z dodatkiem tu-
sek bobikowyeh) i 30,5-37,15 (podtoze z dodatkiem odpadoéw pszennyeh), eo
istotnie wplynelo na wartosei wskaznikdw wydajnosei biosyntezy biatka
w poréwnaniu do ieh wartosei osigganyeh w hodowlaeh pojedynezyeh szcze-
pow. Mieseity sie one odpowiednio w granieaeh: 0,9-5,5% i 9,7-12,5% , wobec
21,4-31% i 15,3-32,5% (rys. 5).

Na podstawie danych literaturowych dotyczgcych roli btonnika pokarmo-
wego w zywieniu zwierzgat monogastrycznych wiadomo, ze niejednokrotnie
degradacja zaledwie czesci jego skladnikdw w istotny sposdb poprawia straw-
nos¢ pasz (18-20). Przyktadem moga by¢ doswiadczenia dotyczace mozliwosci
zmniejszenia udzialu arabinoksylanéw w btonniku, odpowiedzialnych za wy-
soka lepkos¢ pasz — niekorzystng dla drobiu (21), jak réwniez badania nad
dodatkiem do pasz preparatdw enzymatycznych specyficznie dostosowanych
do biodegradowanych substratéw, gdyz zdaniem autoréw, w takim skojarze-
niu moga najlepiej speii¢ swoja rote (22,23).

Uwzgledniajac specyfike skiadu badanych surowcéw w dalszych etapach
prowadzonych badan postanowiono w sposéb bardziej szczegdtowy okrestic
przemiany w btonniku, zachodzgace podczas proceséw biodegradacyjnych.

Analizie poddano surowce: tuski bobikowe i odpady pszenne oraz wybrane
preparaty otrzymane po hodowlach grzybéw strzepkowych na podtozach z ich

biotechnologia 1 (44) >99



136 Matgorzata Lewandowska, Wodzimierz Bednarski

udziatem, uzyskane we wezesniejszych etapach doswiadczen. Btonnik ogétem
(catkowity) TDF (Total Dietary Fiber) obtliczono jako sume btonnika rozpusz-
czalnego SDK (Soluble Dietary Fiber) i nierozpuszczainego IDF (Insoluble Die-
tary Fiber). Zawartos¢ cukréw prostych w btonniku nierozpuszczalnym wy-
razono w g/1000 g IDF.

Udziat poszczegoéinych frakcji w btonniku pokarmowym byt rézny w kaz-
dym z substratow ligninocetulozowych. tuski bobikowe zawieraty 67,1% IDF
w s.s., co stanowito ponad 85% btonnika ogdétem. W odpadach pszennych
btonnik nierozpuszczalny stanowit 68% btonnika ogoétem i wynosit 40,7% s.s.

Stwierdzono, ze btonnik pokarmowy wystepujacy w tuskach bobikowych
(a zwlaszcza jego frakcja rozpuszczaina) byt bardziej podatny na biodegra-
dacje przez grzyby strzepkowe niz btonnik odpadéw pszennych. Namnazanie
grzybéw spowodowato nieomal calkowita degradacje skladnikow tej frakcji
btonnika tusek bobikowych (z 11,4 do 0,7-1% s.s.), natomiast prawie nie
wptyneto na jej przemiany w odpadach pszennych ( z 18,1 do 13,6-17,8%
s.s.) (rys. 6).

W btonniku obu substratéw ligninocetulozowych cukrami o najwyzszym
udziale byly; arabinoza i ksyloza: 24 g i 14,4 g (w tuskach bobikowych) oraz
66 g i 33 g /IOOO IDF w s.s. (w odpadach pszennych). Odpady pszenne
zawieraly ponadto stosunkowo duzg ilos¢ glukozy: 29,9 g/1000 g IDF, na-
tomiast nieznaczng galaktozy: 1,2 g/1000 g IDF w s.s. W tuskach bobiko-
wych ilos¢ wymienionych cukrow byla wyréwnana i wynosita odpowiednio:
11,6 g i 11,2 g/1000 g IDF.

Biorgc pod uwage ich skilad jakosciowy mozna wnioskowac, ze sa one
w wiekszosci produktami degradacji hemicetuloz i $tuzéw rostinnych (man-
noza, galaktoza, ksyloza, arabinoza, glukoza, fukoza, ramnoza). Proporcje
udzialu poszczegdélnych cukréw mogg natomiast sugerowac przewage wielo-
cukrow w skiad ktérych wchodzag (np. glukuronoarabinoksylany — ziozone
z jednostek arabinozy, ksylozy i kwasu glukuronowego, dominujg prawdo-
podobnie w odpadach pszennych, natomiast arabinoksylany czy arabinoga-
laktany — w tuskach bobikowych).

Analizujgc zmiany w skladzie cukrow w btonniku nierozpuszczalnym sub-
stratow ligninocetulozowych pod wzgledem jakosci, jak réwniez proporcji wy-
stepowania, nalezy stwierdzi¢, ze byly one uzaleznione od gtebokosci prze-
mian degradacyjnych wywotywanych przez poszczegoélne grzyby strzepkowe.
Dziatanie enzymow z kompteksu celutaz i towarzyszacych im ksylanaz syn-
tetyzowanych przez grzyby w réznych proporcjach mogto powodowac ,odsta-
nianie” tancuchéw giebiej potozonych podjednostek hemicetuloz. W btonniku
IDF tusek bobikowych, po namnazaniu grzybéw strzepkowych metodg wstrzg-
sang, stwierdzono prawie 2-krotne zmniejszenie udzialu arabinozy i ksylozy
w poréwnaniu do ich zawartosci w prébie kontrolnej i w preparatach po
hodowlach grzybow metoda powierzchniowg. Mozna zatem wysuna¢ przypu-
szczenie, ze hemicelulozy skiadajace sie z podjednostek ksylozy i arabinozy
w wiekszym stopniu podlegaty degradaciji i wykorzystaniu przez grzyby strzep-
kowe w warunkach hodowli wstrzgsanej dzieki zapewnieniu lepszego konta-
ktu grzybni z substratem wskutek mieszania podifoza. Niezaleznie od stosowanej
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Rys. 6. Sktad btonnika pokarmowego w preparatach po hodowli grzybéw strzepkowych na podto-
zach z udzialem surowcoéw ligninocelulozowych, metoda wstrzgsang (W) lub powierzchniowg (P).

metody hodowli zaobserwowano zwiekszenie udzialu galaktozy: z 6 g/1000 g
IDF w s.s. do 14-20 g/1000 g IDF w s.s. (wstrzgsana) i do 10-17,5 g/1000 g
IDF w s.s. (powierzchniowa) oraz mannozy; odpowiednio: z 0,2 do 1,4-1,8 g/1000 g
IDF (wstrzgsana) i do 1,5-2,9 g/1000 g IDF w s.s. (powierzchniowa). Moze
to sSwiadczy¢ o wystepowaniu w skladzie btonnika tusek bobikowych zna-
czacej ilosci galaktanow lub wielocukréow o bardziej ztozonej strukturze, np.
galaktomannanow.

Po analizie skiadu cukréw wystepujacych we frakcji nierozpuszczalnej
btonnika pokarmowego odpaddw pszennych po namnazaniu grzybow strzep-
kowych stwierdzono zwiekszenie udzialu ramnozy; z 1,2 do 6,9-8,3 po ho-
dowli wstrzgsanej i z 1,2 do 3,9-7,2 g/1000 g IDF po hodowli powierzch-
niowej i fukozy, odpowiednio z 0,4 do 13,6 gi z 0,4 do 6,8 g/1000 g IDF
w s.s. Obecnos¢ wymienionych cukréow (zwlaszcza ramnozy) w skladzie bton-
nika IDF odpaddw pszennych moze sugerowac ich pochodzenie z nierozpu-
szczalnej czesci fancuchow arabinoksylandw zawartych w sSluzach roslinnych
(24). Proporcje cukrow: arabinozy, ksylozy i mannozy utrzymaly sie na po-
ziomie zblizonym do notowanych w probie kontrolnej, natomiast zawartos¢
glukozy i galaktozy ulegita niewielkiej redukcji: odpowiednio z 7,8 do 2,2 -
-6,4 oraz z 6,2 do 2,6-3,1 g/1000 g IDF w s.s.
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We wszystkich otrzymanych preparatach cukrem dominujacym i w naj-
mniejszym stopniu ulegajacym przemianom, jak sie okazato byla arabinoza.
Moze to sSwiadczy¢ o rozgatezionej strukturze hemicetutoz wchodzacych w skiad
btonnika, gdyz na podstawie danych literaturowych wiadomo, ze arabinoza
bedac jednym z podstawowych jednostek budulcowych hemicetutoz wystepuje
przewaznie w bocznych odgatezieniach gtdwnego tancucha ksylandw.

Kolejnymi preparatami, w ktdrych oceniano efekty biodegradaciji btonnika
pokarmowego, byly surowce tigninocetutozowe po wstepnym trawieniu fizy-
kochemicznym oraz preparaty otrzymane po hodowlach grzybow strzepko-
wych na podtozach z ich udzialem. Wplyw obroébki fizykochemicznej na tuski
bobikowe i odpady pszenne okreslono pordwnujac skiad btonnika pokarmo-
wego w surowcach natywnych i obrabianych (tab. 3).

Tabela 3
Sk#ad btonnika pokarmowego w surowcach tigninocelulozowych

Skiadnik tuski bobikowe Odpady pszenne
natywne trawione natywne trawione
btonnik pokarmowy ogétem (TDF) (% s.s.) 78,8 83,4 59,9 70,24
btonnik rozpuszczalny (SDF) (% s.s.) 11,6 3,27 19,2 11,74
btonnik nierozpuszczalny (IDF) {% s.s..) 67.2 80,15 407 58,50
w tym:

ramnoza 5,8 2.9 55 3,8
fukoza 4,2 3.0 3,5 2,8
ksyloza 14,4 27,4 33,0 1,7
arabinoza 24,0 48,1 66,0 3,5
mannoza 0,0 5,0 0,4 4,3
galaktoza 11,2 26,0 1,2 1.9
glukoza 11,6 18,6 29,9 1.6

Cukry (ramnoza, fukoza, ksyloza, arabinoza, mannoza, galaktoza, glukoza) wyrazono w g/1000 g
IDF w s.s.

Nalezy stwierdzi¢, ze proces trawienia fizykochemicznego korzystniej wpty-
nat na wielocukry tusek bobikowych niz odpaddéw pszennych. Efektem na-
ruszenia struktury btonnika bylo prawie dwukrotne zwiekszenie uwolnio-
wych cukréw (z 71,2 do 131 g/100 g IDE w s.s.). Zawartos¢ wiekszosci
z analizowanych cukréw réwniez ulegta podwojeniu, natomiast ramnoze i fu-
koze czesciowo wyekstrahowano w procesie trawienia fizykochemicznego.

Odmienne efekty zaobserwowano w skitadzie cukréw wystepujacych w nie-
rozpuszczalnej frakcji btonnika odpaddéw pszennych. Zastosowana w doswiad-
czeniu ich fizykochemiczna obrébka wstepna spowodowata zmniejszenie ogdlnej
ich sumy z 149,5 do 88,6 g/1000 g IDE. Po obrébce fizykochemicznej stwier-
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Rys. 7. Skifad btonnika pokarmowego w preparatach po hodowli mieszanych kultur grzybo-
wych na podtozach z udziatem surowcoéw ligninocelutozowych.

dzono jedynie przyrost zawarto$sei mannozy (z 0,4 do 4,3 g/1000 g IDF
w s.s.) i galaktozy (z 1,2 do 10,9 g/1000 g IDF w s.s.).

Wyniki te potwierdzajg nasze spostrzezenia z wezesniej omawianych eta-
poéw pracy, i dowodzg one, ze obrébka wstepna korzystniej wplyneta na bio-
konwersje tusek bobikowych niz odpadéw pszennych przez grzyby strzepko-
we. Wieksze przyrosty zawartosci biatka w preparatach otrzymanych po na-
mnazaniu grzyboéw na podiozach z udzialem tusek wstepnie trawionych w po-
réwnaniu do osiagnietych po ich hodowli na podiozach z tuskami natywnymi,
moga czesciowo wynika¢ z wiekszego wykorzystania wielocukréow, z ktérych
skladajg sie hemicetulozy dzieki naruszeniu ich struktury, jak réwniez z po-
lepszonego dostepu do celulozy.

Poroéwnanie skiadu btonnika pokarmowego w preparatach otrzymanych
po mieszanych hodowlach grzybéw strzepkowych na podtozach z udziatem
tusek bobikowych lub odpadéw pszennych w zaleznosci od kolejnosci szcze-
pienia grzybéw przedstawiono na rysunku 7.

Na podstawie zaprezentowanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze btonnik
wystepujacy w tuskach bobikowych podlegat gtebszej degradaciji, gdy pier-
wszym namnazanym grzybem na poditozu z ich udziatem byt A. niger (redu-
kcja jego zawartosci z 76 do 42,6-44%). Po hodowli mieszanych kultur na
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podiozu Z odpadami pszennymi najkorzystniejsze rezultaty osiggnieto stosu-
jae skojarzenie T. reesei 9414 + A. niger (zmniejszenie zawartosei btonnika
TDF z 57,4 do 31%). Ponadto we wszystkich analizowanych preparatach
otrzymanych po hodowlach grzybéw na podiozach z odpadami pszennymi,
w istotny sposéb zaznaczyl sie wptyw zastosowanego sposobu hodowli (mie-
szanej) na zawartos¢ frakcji rozpuszczalnej. W zadnej z dotychczas analizo-
wanych frakcji SDF btonnika odpadéw pszennych nie uzyskano tak korzy-
stnej redukcji jej zawartosci.

Obserwowana gtebsza biodegradacja skitadnikéw btonnika pokarmowego
w odpadach pszennych po hodowlach mieszanych kultur grzybowych, niz
w porown}wanych hodowlach jednogatunkowych jest kolejnym potwierdze-
niem ztozonosci skladu i budowy wietocukréw obecnych w tym substracie
ligninocelulozowym. Jedynie kompleks enzymoéw wytwarzanych przez dwa roz-
ne szczepy grzybow byt w stanie w znaczacy sposéb naruszy¢ ich strukture.

Procesy mikrobiologicznej biodegradacji z uzyciem grzybow strzepkowych
moga by¢ metodg praktycznego wykorzystania odpadowych surowcéw ligni-
nocetulozowych. Namnazanie grzybéw zdolnych do naruszania struktury we-
glowodandw nieskrobiowych wchodzacych w skiad btonnika pokarmowego
odpadow, dzieki wytwarzaniu niezbednych komplekséw enzymatycznych,
z réwnoczesnym wzbogaceniem ich w biatko moze by¢ tego przykiadem.

Stwarza to mozliwos¢ zastosowania w paszach dla jednozotadkowcow po6t-
produktéw, zawierajacych w swoim skladzie zaréwno nadtrawione substraty
ligninocetutozowe wzbogacone w biatka, jak rowniez w aktywny kompleks
enzymatyczny pochodzenia mikrobiologicznego.

5. Wnioski

Uzyskane wyniki upowazniajg nas do sformutowania nastepujacych wnio-
skow:

— hodowla grzybéw strzepkowych na podiozach z udziatem odpaddéw ligni-
nocelulozowych (tusek bobikowych tub odpadéw pszennych) prowadzita do
biodegradacji sktadnikéw tych substratow. Jej skutecznos¢ wyrazata sie przede
wszystkim ubytkiem btonnika oraz przyrostem zawartosci biatka i byta uza-
lezniona od rodzaju substratu, rodzaju stosowanych grzybéw i skiadu pod-
toza hodowlanego:

— metoda hodowli (wstrzgsana lub powierzchniowa) decydowala o efe-
ktach namnazania grzybow strzepkowych na podiozu z tuskami bobikowymi
(ubytek blonnika, przyrost zawartosci biatka i wydajnos¢ jego biosyntezy),
natomiast nie wplywata na wyniki namnazania grzybéw na podtozu z odpa-
dami pszennymi;

— wstepna obrébka fizykochemiczna substratow ligninocelutozowych po-
wodowata znaczgce zmiany w ich skiadzie chemicznym, m.in. wzrost udziatu
btonnika surowego, redukcje zawartosci biatka, skrobi i popiotu. Po zasto-
sowaniu trawionych tusek bobikowych uzyskano korzystniejsze efekty ho-
dowli grzybéw na poditozach z ich udzialem: przyrost zawartosci biatka wie-
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kszy o 30-35%, ubytek btonnika o 10-20% , niz w hodowlach, w ktérych
stosowano luski natywne. Wstepna obrébka odpaddéw pszennych wptlyneta
niekorzystnie na efekty ich biokonwersji przez grzyby;

— po wstepnami trawieniu enzymatycznym ‘tusek bobikowych i odpadéw
pszennych pn” uzyciu preparatu enzymatycznego Cellulase, uzyskano gieb-
szg degradacje btonnika niz po zastosowaniu preparatu Viscozyme™, jednak
wykorzystanie tak przygotowanych hydrolizatow jako gidwnych skiadnikow
podtéz hodowlanych, nie poprawito wydajnosci biosyntezy biatka przez grzyby:

— poO namnazaniu grzybéw na podilozach zawierajacych celuloze i cukry
rozpuszczalne (glukoze, sacharoze, laktoze, celobioze, skrobie) najwieksza
aktywnos¢ enzymoéw celulolitycznych (FPA), uzyskano w podiozach z dodat-
kiem sacharozy lub laktozy;

— zastosowanie kultur mieszanych, dwugatunkowych wptyneto na zwie-
kszenie biodegradacji btonnika w substratach ligninocelulozowych, lecz réw-
noczesnie istotnie zmniejszyto wydajnos¢ biosyntezy biatka. Korzystniejsze
rezultaty u*yskano w doswiadczeniach, gdzie w pierwszej kolejnosci namna-
zano grzyby z rodzaju A. niger;

— warunki hodowli miaty istotny wplyw na udziat frakcji rozpuszczalnej
i nierozpuszczalnej btonnika pokarmowego w uzyskanych preparatach;

— analiza zmian sktadu jakosciowego i proporcji udziatu poszczegdlnych
cukréw prostych: ramnozy, fukozy, ksylozy, arabinozy, mannozy, galaktozy
i glukozy, wskazywatla na kierunki przemian degradacyjnych wielocukrow
frakcji IDF btonnika odpaddw ligninocelulozowych podczas hodowli grzybow.
Zmiany w proporcjach galaktozy i mannozy moga swiadczy¢ o naruszeniu
struktury galaktomannanéw, natomiast réznice w udziale arabinozy, ksylozy
i ramnozy okreslaja zmiany degradacyjne w arabinoksylanach pochodzacych
z grupy S$luzéw roslinnych;

— na podstawie analizy proporcji udziatu frakcji rozpuszczalnej (SDF)
i nierozpuszczalnej (IDF) w btonniku pokarmowym tusek bobikowych i od-
padéw pszennych, jak réwniez réznic w proporcjach i ilosci poszczegdlnych
cukrow prostych wystepujgcych we frakcjach IDF kazdego z nich, mozna
wnioskowac¢ o réznym skladzie hemiceluloz obu substratéw. Moze to jedno-
czesnie wyjasni¢ odmienng ich podatnos¢ na czynniki technologiczne, takie
jak: dziatanie tugéw czy sposéb hodowli;

— wstepne trawienie fizykochemiczne substratéw ligninocelulozowych wpty-
wato korzystnie na biodegradacje obu frakcji (SDF i IDF) btonnika pokar-
mowego lusek bobikowych przez stosowane szczepy grzybow (redukcja za-
wartosci $rednio o 20%), natomiast znaczgce zmiany w skladzie btonnika
odpadéw pszennych (jedynie frakcji IDF) stwierdzono tylko po namnazaniu
A. niger;

— prowadzenie hodowli mieszanych kultur grzybowych spowodowato gte-
boka degradacje rozpuszczalnej frakcji (SDF) btonnika odpaddéw pszennych
(z 18,1 do 1,3-5,5%). Mozna zatem wysung¢ wniosek, ze dopiero kompleks
enzymow wytwarzanych przez dwa szczepy grzybow byt w stanie biodegra-
dowac¢ wielocukry wchodzace w skltad omawianej frakcji.
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intensification of carbohydrate changes in lignocellulose wastes during cul-
tivation of fungi

Summary

This work reports the results on bioconversion of two lignocellulose wastes, Le. wheat waste

and faba bean hulls by fungi T. reesei and A. niger. The efficiency of lignocelluloses biodegra-
dation after culturing the fungi was determined on the basis of the reduction of fibre content
in the substrates, increase of protein in the preparations obtained, and the yield of protein
biosynthesis.

The experiments included the determination of the effect of various technological variables

on the process intensification, i.e. method of culturing (shake- or surface culture), type of culture
(single strains or mixed culture), raw material pre-treatment (physico-chemical or enzymatic
treatment), and additional sources of carbon in the medium, inducing the biosynthesis of cel-
lulases. In selected preparations after culturing the fungi, the changes in the composition of
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dietaiy fibre (soluble, SDF and insoluble, IDF) and simple sugars in the IDF fraction were
analysed in detail.

Key words:
lignocellulose wastes, fungi, biodegradation, dietaiy fibre, mixed cultures of fungi.
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