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1. Wstepna analiza zagadnienia

ozwoj nowych biotechnologii, systematycznie wprowadzanych w ostatnich
latach w wielu dziedzinach gospodarki i medycyny, zwigzany jest m.in.
z wykorzystaniem specyficznej grupy polimeréw jakimi sg polisacharydy.

Szczegblne miejsce wsrod tych zwigzkéw — gtdéwnie z uwagi na zakres ich
zastosowan — znajduja:

+ chityna (polimer N-acetyloglukozoaminy),

+ chitosan (odacetylowana pochodna chityny),

+ zwigzki glukanowe (zwiaszcza (f-glukany).

Wymienione polisaeharydy moga by¢ jednymi z wazniejszych ,,no$nikéw
postepu technicznego” w wielu dziedzinach biotechnologii, poniewaz ugrun-
towaly juz swoje znaczace miejsce w takich zastosowaniach jak:

+ S$rodki grzybobdjcze w rolnictwie (1,2,3),

« w technologii postaci leku jako nosniki substancji biologicznie czynnych

0 kontrolowanym dziataniu (4,5),

* preparaty cytotoksyczne i immunotropowe (6,7,8).

Aktualnie, materiatem wyjsciowym do pozyskiwania chitdmy i chitosanu
Sg surowce organiczne, zwierzece (gtownie pancerze kryla antarktycznego —
Euphasia superba (25)). Glukany otrzymywane sg szczeg6lnie z jeczmienia
i drozdzy (27).

Niektére gatunki mikroflory sg takze zdolne do syntetyzowania ehityny
(28). Zauwazy¢ jednak nalezy, ze w tym przypadku gtdwnym jej zrodiem sg
grzyby. Przy czym w zalezno$ci od przynaleznosci systematycznej poszczegdl-
nych gatunkéw, ilosé chityny wystepujacej w ich scianach komérkowych jest
rézna. Moze ona by¢ gtownym skiadnikiem $cian (jak u niektérych grzybéw
pasozytniczych) (29) lub tylko stanowi¢ rusztowanie dla innych substancji
towarzyszacych takich jak glukany, mannany — i wéweczas jest jej mniej (30),

Na podstawie przeprowadzonych wiasnych badan dotyczacych struktury
chemicznej scian komérkowych u Aspergillus giganteus mut alba (11), a takze
aktualnie prowadzonych analiz i poszukiwarh materiatu grzybowego stwier-
dzono, ze zrédtem wszystkich wymienionych biopolimeréw moga by¢ wybrane
gatunki grzybow:
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1) Aspergillus niger (grzybnia pozostata po produkcji kwasu cytrynowego);

2) Aspergillus giganteus mut alba;

3) Phycomyces blakesleeanus.

Na poziom optacalnosci, ewentualnego pozyskiwania polimeréw z tych nie-
konwencjonalnych ,,zrodet”, moze wptywac nie tylko korzystna iloSciowa ich
zawartos¢ w grzybni wskeizanych gatunkow, ale takze tatwos$é pozyskiwania
surowcow do hodowli tych organizméw (pkt. 2 i 3) w postaci okre$lonych
odpadow poprodukcyjnych, fermentacyjnych (mtéto) i farmaceutycznych (tugi
glukozowe). Wydaje sie, ze wiasnie wykorzystanie tych odpadéw moze prze-
sgdzi¢ o rozpowszechnieniu proponowanych technologii. Pozyskuje sie bo-
wiem nie tylko tanie (darmowe) Zrédto surowcowe, ale jednoczesnie utylizuje
sie odpady uciazliwe dla Srodowiska.

Przedstawione obecnie wyniki, majac charakter informacyjny moga jedno-
czesnie inspirowac do dalszego, technologicznego wykorzystania chityny i chi-
tosanu pozyskiwanych z grzybow. SzczegOlniejszy bowiem rozwdéj produkcji
tych zwigzkdéw moze nastgpi¢ po znalezieniu takich zastosowan, w ktérych
wykorzystane zostang specyficzne ich wasciwosci wynikajagce z odmiennego
zrédia surowcowego.

2. Materiat i metody

Obiektem badan byly trzy gatunki grzybdw: Aspergillus niger, Phycomyces
blakesleeanus. Aspergillus giganteus mut. alba.

2.1. Metody Ich otrzymywania

Aspergillus niger otrzymano z Zaktadoéw Farmaceutycznych POLFA w Kra-
kowie w postaci gotowej grzybni, tzw. grzybni pofermentacyjnej pozostajgcej
przy produkcji kwasu cytrynowego. Grzybnie wstepnie czyszczono przez wy-
mywanie ziemi okrzemkowej biezgcg woda, liofilizowano, mielono i odwazone
prébki przeznaczono do oznaczen chityny i glukanu. Chityne oznaczono ilo-
$cig glukozoaminy (9) wg metody Elsona-Morgana (10). Grzybnie przygoto-
wywano do badali wg metody uzytej uprzednio (11). Glukan rozpuszczalny
w KOH tzw. S-glukan ekstrahowano wg zmodyfikowanej metody Uno i Ishi-
kawa (12) oraz podanej w publikacji (13).

2.2. Hodowla na pozywkach syntetycznych

Phycomyces blakesleeanus hodowano w 200 ml kolbkach Erlenmeyera na
pozywkach ptynnych syntetycznych, zmodyfikowanych przez zastosowanie
wyciggu drozdzowego firmy Difco. Skiad pozywki standardowej: 12,5 mM
NH4NO3. 5,7 mM K2HPO4, 4,0 mM MgS04 7H20, 10,0 pM FeS04 7H20,
34,8 pM ZnS04 7H20, 280 mM (5%) glukozy, 1% Difco. Drugi rodzaj pozywki
o takim sktadzie byt wzbogacony Ig asparaginy. Pozywki nalewano do kolbek
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w ilosci 25 ml, sterylizowano w autoklawie przy 120°C przez 30 minut, po
czym szczepiono zawiesing zarodnikdéw. Hodowle prowadzono w termostacie
Swietlnym o intensywnosci Swiatta 3W m"* i ciemnym, o temperaturze 25°C.
Suchg mase grzybni i zawarto$¢ chityny oznaczano w 5. i 12. dniu wzrostu.
Doswiadczenia powtarzano trzykrotnie, obliczano Srednia. Na pozywce z Ig
asparaginy wykonano dynamike wzrostu i zawarto$ci chityny, wykonujac po-
miary codziennie, poczawszy od 2. do 12. dnig na S$wietle i w ciemnosci. W
tym celu 10 grzybni przeznaczono na suchg mase, 5 grzybni liofilizowano i
oznaczano w nich chityne. W 8. dniu oznaczono zawartos¢ S-glukanu.

Aspergillus giganteus mat alba hodowano réwniez w 200 ml kolbach Er-
lenmeyera na pozywce o sktadzie takim jak podano dla Phycomyces (pozywka
bez asparaginy) w termostacie Swietlnym o intensywnos$ci Swiatta 3W ¢
Grzybnie zbierano w 7. dniu i oznaczano w nich chityne.

2.3. Hodowla na pozywkach naturalnych

Aspergillus giganteus mut. alba i Phycomyces blakesleeanus hodowano
w 200 mt kotbkach Erlenmeyera na pozywkach ptynnych, naturatnych, za-
wierajacych: a) odpady browarniane — miéto mokre — o sktadzie: bezazotowe
sktadniki wyciggowe 7,4 — 10,3%, biatko 5,0 — 7,0%, btonnik 3,1 — 4,4%,
thuszcz 1,4 — 2,1%, skiadniki mineraine 0,9 — 1,3%, b) odpady farmaceu-
tyczne — tugi glukozowe — zawierajgce 70% glukozy i 5% metanolu. Pozostajg
one przy czyszczeniu krystalicznej glukozy. Do hodowli zastosowano dwa wa-
rianty tych pozywek. Pierwszy (tab. 3/A) zawieral wylgcznie ekstrgkt otrzy-
many przez 2-godzinng wodng hydrotize odpadow browarnianych w tazni wod-
nej przy 100°C, podawany w itosci 50 ml/kolbke. Drugi — pozywka B
(tab. 3/B) zawierat odpady browarniane witozone do kolbek w itosci 30 g;
przy czym do pozywki Bl dodawano 50 ml H20, do B2 — 50 ml wodnego
roztworu tugoéw glukozowych zawierajagcego 2,8% glukozy, a do pozywki B3
— 50 ml tego roztworu, lecz zawierajacego 5,6% glukozy. Pozywki sterylizo-
wano w autoklawie pod ci$nieniem 1 atmosfery i 120°C, i szczepiono zawie-
sing zarodnikow.

Hodowle prowadzono tak jak dla pozywek syntetycznych. W 12. dniu
grzybnie zbierano, ptukano; 10 przeznaczano na suchg mase, 5 grzybni lio-
filizowano i oznaczano w nich chityne.

Odpady browarniane otrz3mano z browaru Okocim, tugi glukozowe z Za-
ktadow Farmaceutycznych Polfa w Krakowie.
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3.Wyniki i dyskusja

3.1. Zawarto$¢ chityny i glukanu w grzybni pofermentacyjnej
Aspergillus niger

W tab. 1 zestawiono ilosci chityny i glukanu w grzybni pofermentacyjnej
Aspergillus niger. Stwierdzono, ze zawarto$¢ chityny (oznaczonej jako glukozo-
amina) w procentach suchej masy grzybni wynosi 11,5%, a glukanu 4%. W po-
dobnej grzybni A. niger ilos¢ chitosanu (odacetylowanej chityny) wynosi 14%,
pr”~ czym ilo$¢ zanieczyszczen glukanem siega 7% (14). Réwniez Johnson (15)
w skiadzie chemicznym $cian tego gatunku okreslit zawartos¢ glukozoamtny na
9- 13%. Jesli przyjmiemy, ze Sciany komorkowe stanowig $rednio 50% catosci
grzybni (11,16), to wbwczas ilo$¢ chityny w tej gr™°bni wynositaby 5 - 7%. Zatem
dane dotyczace zawartosci chityny u badanego gatunku, a pochodzace z réznych
zrédet bytyby poréwnywalne i Swiadcza, ze ilosci te nie sg zbyt wysokie. Rdwniez
Uos¢ glukanu rozpuszczalnego w KOH (S-glukanu) nie jest duza i nizsza od
zawartosci chityny. W zwiazku z tym, analizowane relacje sprawdzono réwniez
u innych gatunkéw grzybow (pkt. 3.2); moze one bedg wydajniejsze przy uzy-
skiwaniu wymienionych biopolimeréw.

3.2. Zawarto$¢ chityny i glukanu w grzybni Phycomyces blakesleeanus
i Aspergillus giganteus mut. alba

Badania ukierunkowano na dwa gatunki grzybéw: 1) Phycomyces blakes-
leeanus (17), u ktérego chityna jest podstawowym sktadnikiem $cian komor-
kowych sporangioforéw, a w grzybni osiaga 45% oraz 2) Aspergillus giganteus
mut. alba, ktérego Sciany zawierajg 18% chityny, jesli organizm ten ro$nie
w Swietle (11).

Dane dotyczace tych wynikdéw przedstawiono w tab. 1. W gr*ybni obu
gatunkéw hodowanych wstepnie na pozywce syntetycznej (standardowej) na
wyciggu drozdzowym oznaczono zawarto$¢ chityny, ktéra Wsmosi u Phycomy-
ces 16,8%, a u Aspergillus 9,3%. Réwniez ilos¢ glukanu u Phycomyces jest
do$¢ duza i wynosi 10%. llosciowe dane glukanu u Aspergillus uzyskano
uprzednio (13); sg one znaczne i stanowig 23% suchej masy grzybni. llosci
chityny u Phycomyces oraz chityny i glukanu u Aspergillus predestynujg, jak
sie wydaje, gatunki te do dalszych szczeg6towszych badan w celu produkcji
omawianych polimeréw. Sondazowe oznaczono suchg mase i zawarto$¢ chi-
tyny w grzybni Phycomyces w 5. i 12. dniu hodowli prowadzonej w $wietle
i w ciemnosci na pozywkach syntetycznych oraz z dodatkiem 1 g asparaginy.
Na obu pozywkach organizm ten rosnie dobrze z tym, ze na pozywce z aspa-
raging osiaga wiekszg sucha mase, identyczng w 5. i 12. dniu hodowli (tab. 2).
Roéwniez zawartos¢ chityny w tych grzybniach jest podobna i wynosi odpo-
wiednio: w Swietle 10,8% (5 dzien) i 13% (12 dzien). Dla grzybni rosnacych
w ciemno$ci wartosci te sg nieznacznie nizsze. Dlatego okreslono czas ho-
dowli, w ktérym gatunek Phycomyces u*yskuje maksymalny przyrost masy
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i chityny. Dynamika wzrostu i zawartosci chityny wykonana od 1. do 12.
dnia hodowli wykazuje, ze przez ealy okres rozwoju sucha masa jest poréw-
nywalna w $wietle i w ciemnosci: dlatego uzyskane wyniki przedstawiono
tylko z hodowli Swietlnych (rys. 1). Gatunek ten rosnie szybko tak, ze w 4.,
5. dniu osigga maksimum suchej masy, ktora utrzymuje sie na takim po-
ziomie do konca okresu wzrostu.

mg

300

200 a
100

mw

Dni hodowli

Rys. 1. Sucha masa grzybni i zawarto$¢ chityny u Phycomyces blakesleeanus (Swiatto):
0 — sucha masa, = — chityna.

llos¢ chityny w grzybni jest najwyzsza dopiero w 8. dniu (17,5%) po czym
nieznacznie sie obniza do 13% w 12. dniu (rys. 1). W ciemnos$ci zawarto$¢
chityny uktada sie podobnie, lecz przez caly okres wzrostu osigga nizszy
poziom z maksimum (15%) réwniez w 8. dniu. Dla ekstrakcji chityny najko-
rzystniejsza jest zatem grzybnia z 8 dnia hodowli.

Doswiadczenie to jest jedn}m z nielicznych dowodéw, ze Swiatto jest czyn-
nikiem odpowiedzialnym za zwiekszenie zawartosci chityny w grzybni. Podo-
bnie wykazano (11), ze w $cianach komorkowych Aspergillus giganteus mut.
alba rosnacego w Swietle jest 100% wiecej chityny (18%) niz w ciemnosci
(9,6%); a badajgc przebieg syntezy tego polimeru (od 2. do 14. dnia wzrostu)
u tego organizmu stwierdzono, ze dys])roporcja ta utrzymuje sie szczegGlnie
w starszych kulturach (16).

Herrera-Estrella i Ruiz-Herrera (18) téikze stwierdzili, ze $wiatto wzmaga syn-
teze chityny przez podnoszenie aktywnosci syntazy chitynowej u Phycomyces
w warunkach in vitro i in vivo. Jan (19) w pracy nad syntaza chitynowg zaob-
serwowat u tego gatunku, ze silne $wiatto podnosi synteze chitdmy o 30%. Uzy-
skana obecnie ito$¢ chityny u Phycomyces w 8. dniu (17,5%) bytaby poréwny-
waina z wynikami Kregera (cyt. Bergman (20)), ktéry stwierdzit 25% zawartosci
chityny i obecnos¢ chitosanu w $cianach komdrkowych tego gatunku.

Z przeprowadzonych innych, biezacych doswiadczen wynika, ze Clynnika-
mi zewnetrznymi (rézng intensywnoscig Swiatta i stezeniem gtuko2y w po-
zywce (mozna podnie$¢ zawarto$¢ glukandw w grzybni Aspergillus giganteus
mut. alba (21) zidentyfikowanych jako (3(1"3) (1-*6) gtukan (13).
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3.3. Hodowla Aspergillus giganteus mut. alba
i Phycomyces blakesleeanus na pozywkach naturalnych

U badanych gatunkoéw ilosci oznaczanych polisacharydéw sg do$¢ znaczne,
dlatego (takze ze wzgledéw ekonomicznych) poczyniono préby hodowli tych
organizmoéw na pozywkach naturalnych. Wykor*ystano do nich odpady po-
chodzace z innych proceséw technologicznych przemystu fermentacyjnego
i farmaceutycznego. Wyniki z hodowli, ktorej kryterium byta uzyskana bio-
masa mierzona iloscig suchej masy grzybni wraz z zawarto$cig w niej chitimy
przedstawiono w tab. 3. Z przedstawionych danych wynika, ze badane orga-
nizmy najlepiej rosng na pozywce w sktad ktérej wchodzg odpady browarniane
witozone do kolbek i wzbogacone glukozg (w formie odpaddéw glukozowych),
szczegOlnie jesli jest ona podana w zwiekszonej ilosci (5,6%). Sucha masa
grzybni Phycomyces wynosi wéwczas 785,5 mg, co stanowi 0 200% wiekszg
mase od otrzymanej na pozywce syntetycznej (wzbogaconej 1 g asparaginy).
Moze to by¢ wynikiem dziatania tiaminy zawartej w odpadach browarnianych,
ktéra ma decydujacy wptyw na rozwdj tego gatunku (22). Jednak zwiekszeniu
suchej masy nie odpowiada powiekszona ilos¢ chityny w grzybni, bowiem
utrzymuje sie ona na poziomie 12%, czyli nizszym niz w grzybni otrzymanej
na pozywce syntetycznej (17,5% — rys. 1). Natomiast wzrost Aspergillus gi-
ganteus mut alba jest zwiekszony o 60%; sucha masa stanowi 604,9 mg;
a na pozywce syntetycznej, najbardziej odpowiedniej dla tego gatunku 400 mg
(23). W takiej grzybni zawarto$¢ chityny wynosi 8 - 9%, czyli bytaby poréw-
nywalna z zawartoscia jej w grzybni na pozywce syntetycznej (9,3% — tab. 1).

Jesli jednak badane organizmy rosty na ekstrakcie pochodzacym z odpa-
doéw browarnianych, wéwczas sucha masa byta najnizsza i wynosita; 112 mg
u Aspergillus; 120 mg u Phycomyces. Dlatego w tym przypadku nie oznaczano
zawartos$ci chityny.

Poziom chityny pozyskiwanej z grzybni obu gatunkéw — hodowanych na
podtozu naturalnym, jak sie wydaje, stanowi wystarczajgca przestanke do
ewentualnego rozszerzenia skali procesu pozyskiwania chityny przy jedno-
czesnym zapewnieniu jego optacalnosci. Optacalno$¢ ta wigze sie bowiem
z otrzymaniem znacznie wiekszej (60 - 200%) ilosci masy grzybni badanych
gatunkéw w pordéwnaniu z masg griybni z poz}~ek syntetycznych. Postrze-
ganie wydajnosci — dla praktyki przemystowej — bedzie wyraZniejsze po do-
konaniu transformacji przedstawionych optymainych danych (tab. 3 poz. 3B)
dotyczacych mas grzybni na titr pozywki. Otrzymamy woéwczas; dla Aspergillus
— 12 100 mg/L; dla Phycomyces — 15 700 mg/L. Efekty ekonomiczne sg
podnoszone dodatkowo przez to, ze skfadniki pozywki naturalnej — stanowiac
bezuzyteczne i szkodliwe dla srodowiska odpady — sg w tym przypadku ,,dar-
mowym” surowcem wyjsciowym do hodowli.

Nalezy zaznaczy¢, ze identyfikacje chityny (pod wzgledem czystosci) u ga-
tunku Aspergillus giganteus mut. alba opracowano wczesniej (11). Otrzymane
wyniki byly zgodne z danymi dla monokrysztatéw, a rownocze$nie wykonane
kontrotne spektrum dla chityny handlowej (POCH) byto inne i $wiadczyto
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0 niewielkim uporzadkowaniu czasteczek (11). Takze z innych Zrddet wiado-
mo, ze chityna z grzybow jest czystsza niz z kryla antarktycznego — Euphasia
superba — (4,5, oraz informacja ustna (4)); z ktorego jako produkt uboczny
jest pozyskiwana. O jej otrzymywaniu z tego Zrodta decyduje duza masa mo-
zliwego do odtowienia surowca, pomimo niewielkiej zawartosci tego polimeru
w organizmie: (stanowi ona tylko 0,8% catoSciowej masy Swiezego kryla (25).

Fakt, ze chityna z grzybow ma wyzszy stopien czystosci od pozyskiwanej
z kryla, stwarza catkiem nowe oryginalne mozliwosci i zakresy jej zastosowan
szczegOlnie w medycynie. Dlatego tez wydaje sig, ze powinien by¢ on sygnatem
do dalszej kontynuacji zagadnienia niezaleznie od potowoéw dalekomorskich
kryta antarktycznego — zwiaszcza, ze istnieje mozliwos¢ catorocznej hodowli
mikroorganizmow grzybowych.

Przypuszcza¢ mozna, ze obecnie przedstawione skiadniki podtoza natural-
nego beda mogly mie¢ takze zastosowanie do hodowli innych grzybéw, np.
kapeluszowych jadalnych; poniewaz znane jest wykorzystanie do ich hodowli
substancji odpadowych z przemystu spozywczego z pozytywnsrm wynikiem,
a takze poparte licznymi patentami (24,26).

Sposob pozyskiwania grzybni zawierajgcych chityne (chitosan), zwiaszcza
dwéch gatunkéw — Phycomyces hlakesleeanus i Aspergillus giganteus mat.
alba — z hodowli na odpadach fermentacyjnych i farmaceutycznych (miéto
| tugi glukozowe) przedstawiono do postepowania patentowego w Urzedzie
Patentowym 31 maja 1993 r.

Tabela 1
Procentowa zawartosé¢ chityny i glukanu w suchej masie grzybni

Badane gatunki CEhityna . Qlukan .
(%) suchej masy grzybni (%) suchej masy grzybni
Aspergillus niger 11,5 4,0
Aspergillus giganteus mut. alba 9,3 23,5
Phycomyces blakesleeanus 16,8 10,0
Tabela 2

Sucha masa grzybni phycomyces blakesleeanus i zawarto$é chityny
UZYSKANE NA POZYWKACH SYNTETYCZNYCH Z WYCIAGIEM DROZDZOWYM

Pozywka standardowa Pozywka standardowa + lg asparaginy
Dni hodowli sucha masa (mg) sucha masa (mg) chityna (%)
Swiatto ciemnosé Swiatto ciemnos¢ Swiatto ciemnos¢
5 250,671 353,729 291,8+4,2 308,55 +4,2 10,8 9,4
12 263,8+3,3 360,4+2,7 290,5+6,0 2758+ 17 13,0 11,0
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Tabela 3

Wzrost aspergillus giganteus mut. alba i phycomyces blakesleeanus oraz zawartos$é chityny

Odpady browarniane
Zawartos¢ Ekstrakt pady

Badanyk suchej masy  browarniany + woda + tugi glukozowe
gatune i chityny destylowana 2.8% 5,6%
(A (81 (B2) (B3)
Aspergillus suchamasa 1504350 377,0+ 12,92 543,8+ 20,66 604,9 + 26,1
giganteus (mg)
mut. alba chityna (%) - 6,5 9,0 8,0
Phycomyces sucha masa 1,56, 50 3552+ 12,85 6973+ 1581 7855 + 22,0
blakesleeanus (ma)
chityna (%) - 10,0 12,0 12,2
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Study on polysaccharides in selected species of fungi

Summary

The contents of chitin (expressed as glucosamine) and glucan soluble in KOH in the mycelium
of two species of Aspergillus (niger left at the production of citric acid) and giganteus mut. alba
and in Phgcomyces blakesleeanus were analysed.

These organisms can be cultivated on the natural substrate using the brewery waste of the
fermentation industry and glucose liquor left at the production of crystalline glucose. The ob-
tained biomass measured in the amount of dry weight is by 60 - 200% greater than that obtained
on synthetic nutrient media while the chitin content in such mycelia is the same (in Aspergillus)
or slightly lower (in Phgcomyces) in comparison with synthetic nutrient solutions.
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