RZYDATNOSC ODPADOWEGO PODLOZA
LIGNO-CELULOZOWEGO W HODOWLI
GRZYBNI BOCZNIAKA PLEUROTUS OSTREATUS

Streszczenie

Biotechnologia to jedna z najbardziej dynamicz-
nie rozwijajacych si¢ dyscyplin naukowych. Wazna
role odgrywaja w niej procesy uwarunkowane dzia-
falnoscig mikroorganizmoéw, w tym te wykorzystu-
jace grzybni¢ boczniaka Pleurotus ostreatus. Jest to
grzyb o wysokich walorach smakowych i cennych
wlasciwosciach odzywczych. Jego hodowla sklada
si¢ z trzech etapoéw: pasteryzacji podioza, inkubacji
(rozrastania si¢ grzybni) oraz wyrastania owocnikow.
Niniejsza praca dotyczy drugiego z wymienionych
stadiow. Jej celem byto skomponowanie podlozy
pod wzrost grzybni boczniaka Pleurotus ostreatus
1 sprawdzenie, na ktérym z nich uzyska si¢ najszyb-
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szy przyrost grzybni. Przy wyborze materialdéw na
podioze hodowlane wazna jest ich cena oraz dostgp-
no$¢ przez caty rok. Majac to na uwadze podjeto
probe zagospodarowania statych odpadow ligno-ce-
lulozowych, ktérych sktadowanie stanowi powazne
zagrozenie dla Srodowiska naturalnego. Do badan
uzyto roéwniez midta gorzelnianego oraz serwatki,
ktore nie s3 w peilni wykorzystywane przez prze-
myst. Znajdujg one zastosowanie gldwnie jako pasze
dla zwierzat. Warto zaznaczy¢, ze zuzyte podtoze
pohodowlane mozna by rowniez po wysuszeniu prze-
znaczy¢ na pasze lub nawoz. Podstawe stosowanych
podiozy stanowily krazki wyciete z arkuszy odpadu
ligno-celulozowego. Nasgczono je odpowiednio:
wodg destylowana, roztworem pobranym z serwatki
po opadni¢ciu zdenaturowanych biatek, wywarem
z miota lub tez nanoszono midéto na powierzchnig
nasaczonego woda krazka. Zgodnie z postawiong

hipoteza grzybnia rosta najszybciej na podtozu z na-
niesionym na powierzchni¢ kragzka miétem. Nato-
miast na podtozu z roztworem pochodzacym z ser-
watki grzybnia przyrastala najwolniej, wigc nie jest
to dla niej dobra pozywka.

Wstep

Rozwoj przemystu drzewnego, celulozowo-pa-
pierniczego 1 rolno-spozywczego wigze si¢ z wytwa-
rzaniem duzych ilo$ci odpadéw ligno-celulozowych.
Gromadzone na hatdach stanowa one powazne za-
grozenie dla srodowiska naturalnego. Obecnie coraz
wigksze zainteresowanie wzbudza utylizacja odpa-
dow drzewnych za pomocg wyselekcjonowanych
mikroorganizméw, prowadzaca do otrzymywania
gtéwnie biatka paszowego. Niniejsza praca ma na
celu zbadanie kinetyki wzrostu grzybni na tego typu
odpadzie. Celem pracy byto rowniez uzyskanie odpo-
wiedzi na pytanie: czy dodanie roztworu uzyskanego
z serwatki lub miota gorzelnianego wptynie korzyst-
nie na szybko$¢ wzrostu grzybni? Postawitam dwie
hipotezy. Po pierwsze prawdopodobnie grzybnia
najszybciej opanuje podtoze z mtétem naniesionym
na powierzchnie krazka (ze wzglgdu na jego rozdrob-
niong forme i sktad). Po drugie przyjetam, ze dodanie
roztworu pochodzacego z serwatki rowniez wptynie
korzystnie na rozwo6j grzybni (wigcej dostepnych
substancji odzywczych).

Podstawowe zalozenia pracy badawczej:

¢ Rozmnazanie grzybni Pleurotus ostreatus.

¢ Przygotowanie podtozy i ich sterylizacja.

¢ Posiew powierzchniowy grzybni na przygotowa-
nych podtozach.

¢ Inkubacja grzybni.

¢ Odczytywanie (co 24 h) za pomocg linijki promie-
ni kolonii rosngcych grzybni.

¢ Wyznaczenie promieniowej szybkosci wzrostu.

Material i metody
Uzyty sprzet i stosowane odczynniki

Autoklaw pionowy TYP-A6, komora laminarna
KLHS-1 Polon, cieplarka CWE-2, waga laboratoryjna



TYP WA-31, lodowka, eza, pipety, probowki, grusz-
ka, nozyczki, 24 ptytki Petriego o $rednicy 10 cm,
palnik, zlewka, linijka, marker, 70% etanol, woda de-
stylowana.

Stosowany organizm

Grzybni¢ boczniaka otrzymano z banku grzyb-
ni Zaktadu Inzynierii Chemicznej i Bioprocesowej
w Bydgoszczy. Najpierw sporzadzono podloze ho-
dowlane potrzebne do jej rozmnazania, o skladzie:
glukoza—40,000g,KC1-0,200g,MgSO,-7H,0-0,200
g,KH,PO,-0,140g,CaCl ~0,200g,Na,HPO, - 12H,0~
1,900 g, FeCL,-6H,0 — 0,017 g, tiamina — 0,020 g,
L-asparagina — 4,000 g, L-metionina — 0,072 g,
L-prolina — 0,208 g, DL-tryptofan — 0,064 g, roztwor
mikroelementow (H,BO, - 0,055 g, CuSO, - 0,250 g,
MnSO, - 0,055 g, (NH,)[Mo.O,,-4H,0 — 0,037 g,
ZnSO, — 4,900 g, woda destylowana do objgtosci
ldm®) — lem?, agar — 20,000 g, woda destylowana
do objetosci 1 dm?. Podloze to zestalono w postaci
skosow w szklanych probowkach. Skosy otrzymano
w wyniku rozlania goracego podloza w postaci ma-
tych (5 em?®) porcji do wysterylizowanych wczesniej
probéwek. Po rozlaniu podtoza probowki uktadano
pod katem ok. 5°. Podloze rozlewano w komorze
laminarnej, ktorej sterylno$¢ uzyskano przez wcze-
$niejsze naswietlanie promieniami nadfioletowymi.
Rozmnazanie grzybni przechowywanej dotad w lo-
dowce poprzedzalo przeniesienie jej na 24 h do cie-
plarki (25°C). W kolejnym etapie pobierano eza nie-
wielkg i1lo$¢ strzgpek z probowki otrzymanej z banku
grzybni i umieszczano je na powierzchni nowych
szesciu skosow. Proces ten odbywat si¢ w komorze
do szczepien w bliskim otoczeniu ptomienia palni-
ka gazowego. Probowki z przeszczepiona grzybnig
(zamknigte korkami z waty) przeniesiono nastgpnie
do cieplarki. Cata powierzchnia skosow pokryla si¢
grzybnig po o$miu dniach. Otrzymana grzybnia sta-
nowita material biologiczny stosowany do otrzyma-
nia inoculum uzytego w badaniach.

Charakterystyka materialow
uzytych do skomponowania podlozy

Stosowane odpady ligno-celulozowe w formie ar-
kuszy 50 x 50 cm stanowily biezacy odpad produk-
cyjny pochodzacy z fabryki Mondi Packaging Paper
Swiecie S.A. Nie zaobserwowano skazenia mikro-
biologicznego ich powierzchni. Serwatke otrzymano
ze Spoétdzielni Mleczarskiej ,,Polmlek-Mackowy”.
Sucha masa stanowita jej 5,5%: popidt surowy 0,6%,
biatko ogoélne 0,7%, zwigzki bezazotowe wyciggowe

(weglowodany) 4,2%. Mlo6to gorzelniane pochodzito
z zaktadu produkcji spirytusu Komers International
w Goszynie. W sklad mioéta wchodza czesci biatek,
thuszezy 1 widkna zawarte gtownie w tuskach. W po-
réwnaniu z materiatem wyjsciowym, jakim jest ziarno
pszenicy, do midta przechodzi okoto 75% zwiazkow
azotowych, 80% tluszczu, 20% zwiazkow beza-
zotowych wyciggowych i cale wtokno surowe (1).
Zawarto$¢ wody w $wiezym mlocie wynosita 60%.
Serwatka, jak i $wieze mtoto to produkty nietrwale,
poniewaz zawieraja duzo wody i sktadnikéw fermen-
tujacych. Od razu po otrzymaniu wysterylizowano je
przez 30 min pod ci$nieniem 7/10 atmosfery w auto-
klawie. Wykorzystano rowniez 24-godzinny ekstrakt

Ryec. 1. Schemat nasaczania krazkow.

z miota gorzelnianego (1,6 g midta na 24 cm’ wody
destylowanej).

Przygotowano 24 wysterylizowane plytki Petrie-
go. Ilosci sktadnikow dobrano tak, aby uzyskac wil-
gotnos¢ podioza ok. 80%. Na kazdej ptytce umiesz-
czono wysuszony krazek o §rednicy 9,5 cm i wadze
6 g, wyciety z odpadu ligno-celulozowego. Krazki
nasaczono po sze$¢ wg schematu (ryc. 1). Polowg ilo-
$ci odpowiedniej cieczy nanoszono za pomoca pipety
bezposrednio na szalke Petriego. Nastepnie umiesz-
czano krazek na szalce i nanoszono drugg potowe cie-
czy na powierzchni¢ krazka. Po nasigknigciu krazek
zajmowat cale dno szalki. Biatka serwatki pod wply-
wem temperatury w autoklawie ulegly denaturacji
i opadty na dno naczynia (pobierano roztwor znad
osadu). Podloze nr 3 przygotowano tak, aby mioto
bylo wilgotne (druga cze$¢ wody naniesiono po roz-
prowadzeniu mtota na powierzchni krazka). Gotowe
podtoza sterylizowano przez 45 min. w autoklawie
pod cisnieniem jednej atmosfery. Probe kontrolna
stanowito podtoze z krazkiem nasagczonym woda de-
stylowang. Tak przygotowane podtoza zaszczepiono
grzybnig, pobierajac niewielka ilos¢ jej strzepek ze
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Ryc. 2. A — Podziatka stuzaca do mierzenia promienia kolonii rosnacej
grzybni. B — Wzory opisujace kinetyke wzrostu grzybni.



skosu agarowego i umieszczajac w centrum podto-
za. Posiew powierzchniowy wykonano w komorze
laminarnej, opalajac wyloty probowek i pipet w pto-
mieniu palnika, a takze wyzarzajac uzywane podczas
posiewu ezy (6). Na gornej czesci kazdej ptytki Pe-
triego narysowano wczesniej dwie prostopadte linie,
przecinajace si¢ w centrum ptytki (ryc. 2 A). Wieczko
i denko kazdej plytki po zaszczepieniu grzybni przy-
mocowano w dwoch miejscach tasma samoprzylep-
ng. Tasma uniemozliwita przesuwanie si¢ gornej cze-
$ci ptytki wzgledem dolnej. Temperatura optymalna
dla wzrostu grzybni boczniaka wynosi 26-27°C.
Temperatura powyzej 30°C hamuje wzrost grzybni,
a w temperaturze nizszej od 26°C wzrost jest duzo
wolniejszy, az w 5°C ustaje (2, 8). Tak przygotowane
plytki umieszczono w cieplarce w temperaturze 27°C.
W tych warunkach grzybnia utworzyta promieniowo
rozrastajace si¢ kolonie. Za pomocg linijki co 24 go-
dziny odczytywano dlugosci promieni I, II, IIT i IV
(ryc. 2 A). Nastepnie sumowano dtugosci promieni
IiIII oraz II i IV i wyliczano $rednig tych dwoch
wielkosci. Odejmujac od niej $redniag wyliczong 24
godziny wczesniej otrzymano przyrost promienia
grzybni (dr) po czasie (t). Wyniki dla kazdej z trzech
prob przeprowadzonych dla poszczegoélnych podtozy
byly bardzo zblizone. Po wyznaczeniu $redniej tych
warto$ci dr, (z szeSciu pytek) w czasie t wyliczono
warto$¢ promieniowej szybkosci wzrostu Kr.

Wyniki

Badania przeprowadzono w Katedrze Fizjologii
Roslin Uniwersytetu Gdanskiego, na wydziale tech-
nologii i inzynierii chemicznej Uniwersytetu Techno-
logiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy oraz moim
domu, w dniach 04.09.2009 — 29.09.2009.

Ryc. 3. Przyrost grzybni po pierwszym (A) i széstym (B) dniu badan.
Dyskusja

Po dokonaniu serii badan okazalo sie, ze na kragzku
z odpadu ligno-celulozowego nasaczonym woda de-
stylowang grzybnia rozrasta si¢ do$¢ dobrze (promien
koloni grzybni réwny ponad 4 cm po szdéstym dniu).
W odpadach ligno-celulozowych celuloza stanowi

najcenniejszy sktadnik, poniewaz produktem jej hydroli-
zy jest glukoza. Ten cukier prosty jest fatwo przyswa-
jany przez mikroorganizmy, w tym boczniaka. Dzigki
obecnosci odpowiednich enzymow hydroliza celulo-
zy przebiega stosunkowo szybko. Wydajnie przebie-
ga tez skracanie trojweglowych tancuchow bocznych,
demetylacja i rozrywanie aromatycznych pierscieni
w jednostkach strukturalnych ligniny (4), dlatego
krazki te stanowig doskonate podtoze dla wzrostu
grzybni. Najwyzszg warto$¢ promieniowej szybko-

Ryc. 4. Promien kolonii grzybni P. ostreatus na podtozach typu 1+4
w zaleznosci od czasu.

Ryc. 5. Promieniowa szybko$¢ wzrostu grzybni P. ostreatus na podtozach
typu 1+4 w zaleznosci od czasu.

$ci wzrostu grzybni uzyskano na podtozu z mtétem
gorzelnianym (nr 3). Hipoteza pierwsza zostala wigc
potwierdzona. Wynika to z rozdrobnienia mtota oraz
jego sktadu. Grzybnia bardzo szybko opanowuje gru-
bo $rutowane mioto ze wzgledu na jego duza taczng
powierzchnie, a rozerwane tuski i pokruszone ziar-
na stanowig dla grzybni dobrg pozywke. Grzybnia
zaszczepiona na podtozu nr 4 osiagneta druga pod
wzgledem wielkosci promieniowg szybko$¢ wzrostu.
Mysle, ze tatwo przyswoila rozpuszczone w wodzie
destylowanej substancje odzywcze. Do ekstraktu prze-
szta jednak tylko cze$¢ z nich. Grzybnia miata do dys-
pozycji duzo mniej zwigzkow azotowych, weglowo-
dandw 1 innych substancji w tym zwtaszcza thuszczy,



ktore nie s3 rozpuszczalne w wodzie. Ponadto sam
krazek nie stanowi az tak korzystnego podtoza jak
krazek z mlétem w postaci rozdrobnionej. Ma on
duzo mniejsza taczna powierzchni¢ oraz mniej ,,za-
kamarkéw”, w ktore moglyby wrosna¢ strzepki
grzybni. Stad tez zaobserwowana nizsza szybko$c¢
przyrostu grzybni niz podlozu nr 3. Na podilozu
z dodatkiem roztworu uzyskanego z serwatki grzybnia
osiagnela najnizsza promieniowa szybko$¢ wzrostu
1 drugg hipotez¢ nalezy odrzuci¢. Kolonia grzybni wy-
gladata jak grzyb po wybuchu jadrowym (ryc. 3B typ
2). Skupita si¢ w centralnej czgsci szalki tak, aby ogra-
niczy¢ swoj kontakt z podtozem do minimum. Pro-
mien kolonii grzybni wzrastal wolniej niz dla proby
kontrolnej. Prawdopodobnie dodanie roztworu laktozy
pochodzacego z serwatki spowodowalo wytworzenie
metabolitow hamujacych wzrost grzybni (3, 7).

W danych literaturowych brakuje informacji do-
tyczacych wzrostu grzybni na podlozach uzytych
w niniejszej pracy. Na skale przemystowa uprawia
si¢ boczniaka gltéwnie na stomie. Stosujac podiloze
ze stomy zytniej uzyskano promien koloni grzybni
w kolejnych dniach rowny: 1; 2; 3,5; 4; 6; 8 cm, na-
tomiast uzywajac podtoze z trocin bukowych pro-
mien kolonii grzybni wyniost: 0,5 cm po pierwszym
dniu, 1,2 cm po drugim, nastgpnie: 1,8; 2,4; 3; 4 cm
(w optymalnych warunkach, temperatura rowna 26°C).
Analizujgc wykres nr 1 mozemy zauwazy¢, ze na pod-
fozu nr 3 promien koloni grzybni w ostatnim dniu ba-
dan wyniost ponad 8 cm. Rowniez promienie osiagnig-
te w przypadku grzybni zaszczepionej na podtozach nr
4 inr 1 w széstym dniu badan nie odbiegaja znaczaco
od promieni koloni grzybni podanych w literaturze dla
podlozy ze stomy zytniej czy tez trocin bukowych (8).
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Errata

Promieniowa szybkos$¢ wzrostu grzybni na poczat-
ku hodowli byta zblizona dla wszystkich prob. Moze
by¢ to spowodowane czasem, jaki grzybnia potrze-
bowata na wytworzenie odpowiednich enzymoéw
rozktadajacych celuloze, hemicelulozy, ligning i inne
substancje (4, 5). Transformacja ligno-celulozy jest
procesem biochemicznym. Enzymy dyfunduja przez
sciang komorkowa grzyba do otaczajacego podtoza
i tam spelniaja swoja funkcje, polegajaca na prze-
twarzaniu sktadnikow podtozy. Nalezy zaznaczyc¢, ze
enzymy biorace w tym udzial moga by¢ indukowa-
ne sktadnikami podtoza, ktorych obecnos¢ powoduje
tworzenie mRNA swoistego dla syntezy indukcyj-
nych form enzymu. Dane literaturowe podaja wiele
tego typu przyktadéw (3). Pomimo, ze taki mecha-
nizm nie zawsze jest regula, np. ligninaza (ligninowa
peroksydaza) nie indukuje si¢ ligning zawartg w pod-
fozu (4), mozna przypuszczac, ze grzybnia potrzebo-
wata czasu na wytworzenie odpowiednich enzymow,
aby przygotowac si¢ do wzrostu.
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