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Opis wynalazku

Nowy szczep grzyba Trichoderma atroviride G79/11, sposob otrzymywania biopreparatu do fer-
mentacji metanowej odpadéw organicznych z wykorzystaniem tego szczepu oraz sposob prowadzenia
fermentacji metanowej odpadéw organicznych z zastosowaniem biopreparatu.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep grzyba Trichoderma atroviride G79/11 wytwarza-
jacy, w zoptymalizowanych warunkach prowadzenia hodowli, zwiekszong ilos¢ enzyméw litycznych.
Przedmiot wynalazku stanowi takze sposdb otrzymywania biopreparatu do optymalizacji fermentacji
metanowej mieszanki odpadow organicznych z wykorzystaniem ptynu po hodowli tego szczepu, a takze
sposéb prowadzenia fermentacji metanowej odpaddéw organicznych z zastosowaniem biopreparatu.

Roslinna biomasa odpadowa powstajgca podczas produkcji rolno-spozywczej i rolniczej jest pro-
blemem na skale swiatowa. Jednoczesnie utylizacja odpaddéw tego typu moze stanowi¢ zrédto energii
odnawialnej. Jednym z najbardziej rozpowszechnionych sposobdw utylizacji organicznej masy odpado-
wej jest fermentacja metanowa. Proces polega na beztlenowym rozktadzie zwigzkéw organicznych.
Ubocznym produktem tego rozktadu jest mieszanina réznych gazéw zwana biogazem. llos¢ wytwarza-
nego biogazu zalezy od kilku czynnikdw wzajemnie sie uzupetniajgcych lub wptywajgcych na siebie.
Wydajnosc¢ procesu jest w gidwnej mierze uzalezniona od rodzaju i jakosci substratu, ktéry poddawany
jest fermentacji, a w szczegolnosci, od proporcji zwigzkéw organicznych w 1 g suchej masy, zawartosci
azotu czy pH $rodowiska.

W procesie fermentacji metanowej najczesciej stosowana jest kofermentacja, ktéra wykorzystuje
mieszanine bioodpadéw pochodzacych z réznych zrédet. Wspdlna fermentacja pozwala na uzyskanie
odpowiedniego uwodnienia masy fermentacyjnej, poprawe bilansu pierwiastkéw biogennych czy tez
wzrost tadunku tatwo biodegradowalnej materii, co przyczynia sie do stabilniejszego przebiegu procesu,
a takze umozliwia uzyskanie efektu synergii, co zwieksza skuteczno$¢ rozktadu masy organiczneji w re-
zultacie wydajno$¢ biogazu.

Jednym z kluczowych etapéw procesu fermentacji metanowej jest rozklad celulozy zawartej
w biomasie roslinnej, w tym w bioodpadach. Poniewaz celuloza jest substratem wysokoenergetycznym,
to brak rozktadu celulozy ogranicza produkcje metanu. Wysoki stopien hydrolizy celulozy wystepujgcej
w bioodpadach wymagany jest do zwiekszenia wydajnos$ci produkcji biogazu. Dlatego tez poszukiwanie
szczepow bakterii i grzybow, posiadajgcych uzdolnienia do degradacji tego polimeru jest elementem
strategicznym procesu fermentacji metanowej. Celuloza jest biopolimerem, w rozktadzie ktérego uczest-
niczy efektywny uktad enzymatyczny, ztozony z hydrolaz typu endo- i egzoglukanaz oraz 3-glukozydazy.

Znanym efektywnym producentem celulaz sg grzyby z rodzaju Trichoderma. Oprécz celulaz,
grzyby Trichoderma zdolne sg do produkcji enzyméw takich jak: ksylanazy, pektynazy, -1,3-glukanazy,
chitynazy i proteazy — M. Szczech, Grzyby Trichoderma — dlaczego warto sie nimi zainteresowac? 2010,
opubl.: http:/trichoderma.inhort.pl/?d=informacie_o_trichoderma&id=117 (29/07/2014).

W publikacji ,Aktywnosc¢ celulolityczna wybranych szczepdw grzybow z rodzaju Trichoderma”
(R. Marecik, P. Cyplik, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu) z dnia 29/07/2014, dostepnej pod adre-
sem http://www.imp.gda.pl/BF2012/prezentacie/p112.pdf przedstawiono wyniki analizy zdolnosci grzy-
béw z rodzaju Trichoderma do rozktadu celulozy. Badaniom poddano 121 szczepdw grzybow nalezg-
cych do gatunkéw: T. viridescens, T. viride, T. longibrachiatum, T. atroviride, T. koningi, T. pseudoko-
ningi, T. citrinoviride, T. hamatum i T. harzianum. Etap namnazania przeprowadzono na podtozu ptyn-
nym Potato dextrose broth (Conda pronadisa S.A.). Hodowle prowadzono na wytrzgsarce rotacyjnej
(100 rpm) przez 5 dni w temperaturze 25°C. W etapie indukcji syntezy enzymow celulolitycznych po-
przez wzrost grzybni na pozywce, jako jedyne zrédio wegla, zastosowano 1% roztwor karboksymetyl-
celulozy (CMC). Hodowle indukcyjng prowadzono przez okres 5 dni w warunkach analogicznych do wa-
runkéw hodowli namnazajgcej. W efekcie przeprowadzonych do$wiadczeh wyselekcjonowano szereg
szczepow o duzej aktywnosci celulolitycznej, przewyzszajgcej aktywnos¢ szczepu referencyjnego, kto-
rym byt Trichoderma reesei. Wéréd badanych grzybow najwiekszg aktywnos¢ celulolityczng obserwo-
wano dla szczepow nalezgcych do gatunkéw T. harzianum i T. virens. Dostrzezono potencjat wybranych
grzyboéw z rodzaju Trichoderma do zwigkszenia wydajnosci produkcji biopaliw z materiatu ligninocelu-
lozowego.

W opisie patentowym JPS55156590 przedstawiono sposéb przygotowywania celulazy poprzez
zaszczepienie i hodowle grzybéw produkujgcych celulaze w osadzie z fermentacji metanowej substra-
téw organicznych zawierajgcych celuloze i oddzieleniu nagromadzonej celulazy od pozostatosci.
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Stosowano grzyby nalezace do rodzaju Trichoderma albo Aspergillus a wytwarzanie celulazy prowa-
dzono na podtozu ptynnym albo statym.

W opisie patentowym CN102925365 przedstawiono zastosowanie szczepu Trichoderma atro-
viride B-8-1-34 do produkcji celulaz, wykorzystujgce odpady przemystowe i rolnicze w potgczeniu
z takimi surowcami jak otreby, zawiesina kukurydziana i mgczka sojowa i stosujgc fermentacje ciekig
albo statg.

Znanymi substratami charakteryzujgcymi sie wysokg wydajnoscig biogazu jest kiszonka kukury-
dzy i wywar zbozowy. Natomiast odpadem organicznym obecnym na lokalnym rynku w znacznych ilo-
Sciach i przez to fatwo dostepnym przez caty rok sg odpady pochodzace z przetwérstwa owocowego.
Dla ich efektywnego wykorzystania w fermentaciji metanowej potrzebna jest obecnos¢ enzymoéw pekty-
nolitycznych, ktére przyspieszajg ich degradacje, utatwiajgc rozwoj bakterii metanogennych w masie
fermentacyjnej.

Jednymi z najlepiej poznanych i szeroko opisanych producentéw enzymoéw pektynolitycznych
sg szczepy grzyba Aspergillus sp. Jednakze praktyczne zastosowanie pektynolitycznych enzymow
grzybowych wymaga znacznej intensyfikacji proceséw biosyntezy, ktére sg bezposrednio zwigzane
z warunkami hodowli, a przede wszystkim ze sktadem podfoza hodowlanego.

Pomimo licznych publikacji, donoszgcych o szczepach mikroorganizmow, bedgcych dobrymi pro-
ducentami pozgdanych enzyméw, na krajowym rynku brakuje biopreparatow wykorzystujacych ich moz-
liwosci do prowadzenia zoptymalizowanego procesu fermentacji metanowej. Dostepne biopreparaty
wykazujg waskie spektrum dziatania, przez co stosownie ich w ztozonym procesie fermentacji metano-
wej fatwo dostepnych odpadow jest utrudnione. Zakup biopreparatow zagranicznych wigze sie takze
Z wysokim kosztem. Problemem jest ponadto to, ze znane szczepy mikroorganizmow wykazujgce naj-
bardziej pozgdang aktywnos¢ celulolitycznag, nie wykazujg dostatecznej aktywnosci innych, réwnie waz-
nych enzymoéw litycznych, bgdz tez nie sg znane odpowiednie warunki prowadzenia ich hodowli,
by te aktywnosci uzyskac.

Celem wynalazku bylo zatem dalsze poszukiwanie szczepu grzyba syntezujgcego odpowiednie
enzymy lityczne o wysokiej aktywnosci, ktére przydatne bylyby do otrzymania biopreparatu do fermen-
tacji metanowej odpadow fatwo dostepnych w duzych ilosciach na lokalnym rynku, takich jak np. odpady
przetworstwa owocowego, ktére dostepne sg na biezgco przez caty rok. Wyselekcjonowany mikroorga-
nizm powinien posiada¢ uzdolnienia do degradacji zawartych w poddawanych fermentacji substratach,
ztozonych zwigzkow organicznych, takich jak polisacharydy, w tym celulozy i pektyny oraz biatka i thusz-
cze. Celem wynalazku byto takze opracowanie sposobu otrzymywania biopreparatu stosujgcego en-
zymy produkowane przez wyselekcjonowany szczep grzyba, poprzez skomponowanie dla niego takiego
podtoza hodowlanego oraz okreslenie takich warunkéw prowadzenia hodowli, ktére nasilityby produkcje
pozadanych enzymoéw. Wynalazek miat ponadto na celu okreslenie sposobu prowadzenia fermentacji
metanowej odpaddw organicznych z zastosowaniem biopreparatu.

Nieoczekiwanie, w trakcie badan nad szczepami grzybéw wystepujacymi w osadach z oczysz-
czalni $ciekdw mleczarskich, ktdre to osady stanowi¢ miaty jeden z substratow mieszanki do prowadze-
nia fermentacji metanowej, okazato sie, ze wyizolowany i zidentyfikowany szczep grzyba Trichoderma
atroviride G79/11, na odpowiednio skomponowanym podtozu i w odpowiednich warunkach prowadzenia
hodowli nadaje sie do jednoczesnej syntezy roznorodnych enzymow litycznych. Wyniki badah wykorzy-
stano do opracowania biopreparatu do fermentacji metanowej odpadéw organicznych z wykorzystaniem
tego szczepu oraz okreslono sposdb prowadzenia fermentacji metanowej odpadéw organicznych z za-
stosowaniem biopreparatu.

Istote wynalazku stanowi nowy szczep Trichoderma atroviride G79/11 zdeponowany w Miedzy-
narodowej Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego w Warszawie pod numerem KKP 2056p, wyselekcjonowany z osadu z oczyszczalni
Sciekow mleczarskich, wytwarzajgcy jednoczesnie nastepujgce enzymy lityczne o wysokiej aktywno-
Sci: celulaz, ksylanaz i B-glukozydazy oraz towarzyszgcej aktywnosci: laktazy, enzyméw pektynoli-
tycznych, amylazy i proteazy, stosowany do otrzymywania biopreparatu do optymalizacji fermentacji
metanowej.

Szczep grzyba Trichoderma atroviride G79/11 przechowuje sie w temperaturze 4°C na statym
podifozu PDA (Potato Dextrose Agar), korzystnie z comiesiecznym pasazowaniem. Dla dtugotermino-
wego przechowywania zamraza sie dobrze zarodnikujgcg grzybnie wraz z podtozem PDA w tempe-
raturze -55°C lub przechowuje sie szczep w postaci zliofilizowanej. Grzybnia powinna byé dwutygo-
dniowg hodowlg na pozywce statej PDA. Taka grzybnia stanowi inokulum 1. Materiat wycina sie
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z ptytki Petriego, umieszcza w kriowialkach i szczelnie zalewa sterylnym glicerolem. By inokulum 1
byto dobrze zarodnikujgce, hodowle, od zaszczepienia poprzez jednorazowe wktucie, nalezy prowa-
dzi¢ przez 17-20 dni w temperaturze 27°C.

Istotg wynalazku jest takze sposéb otrzymywania biopreparatu do fermentacji metanowej od-
padow organicznych z wykorzystaniem szczepu grzyba z gatunku Trichoderma atroviride, polegajacy
na hodowli tego szczepu na odpowiednio skomponowanym podtozu oraz prowadzeniu jej w zopty-
malizowanych warunkach charakteryzujgcy sie tym, ze stosuje sie szczep grzyba Trichoderma atro-
viride G79/11, ktéry namnaza sie w hodowli stacjonarnej — inokulum 2, w warunkach tlenowych, przy
pH 4,8-5,1, w temperaturze 27°C w czasie 14—20 dni, korzystnie 17 dni. Hodowle prowadzi sie na pod-
tozu zawierajgcym w 1,0 |: jako zrédio wegla: laktoze w ilosci 17-18 g/l, celuloze mikrokrystaliczng
w ilosci 11-12 g/l oraz magke sojowg w ilosci 17—-18 g/l, jako zrédto fosforu: KH2PO4 w ilosci 6—7 gll,
natomiast jako zrédto azotu: (NH)2SO4 w ilosci 9-10 g/l i ponadto stosuje sie CaClz x 2H20 w iloSci
0,5-1 g/l, MgSOa4 x 7H20 w ilosci 0,5—1 g/l, agar w ilosci 25-35 g/l oraz roztwor mikroelementéw w ilosci
20 ml/l. Hodowle korzystnie eksponuje sie na $wiatto biate w drugim tygodniu, a nastepnie zaszczepia
sie tak namnozonym inokulum 2 z 1 ptytki Petriego o srednicy 90 mm na 12 ml lub 9 ptytek Petriego
0 srednicy 90 mm na 400 ml podtoze produkcyjne i prowadzi hodowle we wgtebnej hodowli wytrzgsanej.
Podtoze produkcyjne w 1,0 | ma skiad: laktoza w ilosci 4,5-5,5 g/l, celuloza mikrokrystaliczna — za-
wierajgca minimum 50% czgstek o wielkosci >32 um w ilosci 9,5-10,5 g/l oraz maka sojowa w ilosci 19,5—
20-5 g/l jako zrodio wegla, KH2PO4 w ilosci 6—7 g/l jako zrédto fosforu, natomiast jako zrédio azotu
stosuje sie NH4sNO3z w ilosci 2,50 g/I. Ponadto stosuje sie CaClz x 2H20 w ilosci 0,82 g/l, MgS0O4 x 7H20
w ilosciach analogicznych, jak przy hodowli stacjonarnej, oraz Tween 80 — 0,14—16%, roztwor mikroe-
lementéw w ilosci 20 ml/l, wode demineralizowang w ilosci do 1 |, emulsje Antifoam B — 4,5-5,5 ml/l.
Hodowle prowadzi sie ponadto w warunkach tlenowych, przy pH 4,5, w temperaturze 22-27°C, korzyst-
nie 25°C, w czasie 5-10 dni, korzystnie 6 dni, stosujac szybko$¢ obrotéw wytrzgsarki 120—-160 rpm.
Nastepnie, po oddzieleniu grzybni od ptynu pohodowlanego zageszcza sie supernatant 20-krotnie.

Istote wynalazku stanowi ponadto sposéb prowadzenia fermentacji metanowej odpadéw orga-
nicznych z zastosowaniem biopreparatu, ktéry charakteryzuje sie tym, ze do fermentacji stosuje sie
mieszanke odpaddw o sktadzie: odpady z przetwdrstwa owocdw — 23—-27%, osad z oczyszczalni $cie-
kéw mleczarskich — 23-27%, kiszonka kukurydziana — 11-13% oraz wywar zbozowy — 35-40%, przy
czym biopreparat stosuje sie w formie ptynnej albo zliofilizowanej odpowiednio w dawkach nie mniej-
szych niz 0,01 cm?3/g s.m.o. lub 0,1 mg/g s.m.o. podawanych bezposrednio do fermentoréw, a fermen-
tacje prowadzi sie w warunkach mezofilnych.

Wariantowo fermentacje metanowg odpadéw przeprowadza sie na mieszance o analogicznym
jak przedstawiono wyzej sktadzie, z tym, ze przed wprowadzeniem do fermentoréw, poddaje sie
ja wstepnej hydrolizie z dodatkiem biopreparatu w formie ptynnej albo zliofilizowanej, odpowiednio
w dawkach nie mniejszych niz 0,05 cm3/g s.m.o. lub 0,1 mg/g s.m.o. i hydrolize prowadzi sie w tempe-
raturze 36-50°C.

Wynalazek pozwala na dostarczenie biopreparatu zawierajgcego jednoczesnie enzymy lityczne
o wysokiej aktywnosci: celulaz, ksylanazy, B-glukozydazy oraz enzymdw towarzyszacych: laktazy, en-
zymow pektynolitycznych (pektynoesterazy i poligalaktouronazy), amylazy i proteazy. Stosowanie bio-
preparatu zapewnia wzrost wydajnosci biogazu oraz optymalizacje procesu fermentacji metanowe;.
W zalezno$ci od typu, dawki oraz sposobu zastosowania preparatu uzyskuje sie wzrostu wydajnosci
biogazu od okoto 4% do okoto 18%. Szczegdlnie dobre efekty uzyskuje sie przeprowadzajgc wstepng
hydrolize mieszaniny odpadéw. Skfad biopreparatu pozwala na utylizacje i zagospodarowanie fatwo
dostepnych odpaddw, co znaczgco wptywa na koszt produkcji jednostki biogazu — odpady wystepujg
w duzych ilosciach, mozna je pozyskaé catorocznie, nie ma potrzeby transportowania ich ze znacznych
odlegtosci.

Wynalazek uwidoczniony zostat w przykfadach wykonania na rysunkach, gdzie:

Fig. 1 przedstawia szczep Trichoderma atroviride G79/11 zaszczepiony na podtozu PDA — ino-
kulum 1;

Fig. 2 przedstawia szczep Trichoderma atroviride G79/11 zaszczepiony na podtoze sojowo-celu-
lozowo-laktozowe, przygotowane wedtug wynalazku — inokulum 2;

Fig. 3 przedstawia wptyw pH na dziatanie biopreparatu, oznaczone wedtug aktywnosci celuloli-
tycznych;

Fig. 4 przedstawia wptyw temperatury na dziatanie biopreparatu, oznaczone wedtug aktywnosci
celulolitycznych;
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Fig. 5 przedstawia wptyw ekspozycji hodowli na swiatto biate na poziom aktywnosci celulolitycznej;

Fig. 6 przedstawia wptyw temperatury prowadzenia hodowli produkcyjnej na poziom uzyskanej
aktywnosci celulolitycznej;

Fig. 7 przedstawia wptyw czasu prowadzenia hodowli we wgtebnej hodowli wytrzgsanej na pod-
tozu produkcyjnym na poziom uzyskanej aktywnosci celulolityczne;j.

Przyktad |

Izolacja i identyfikacja szczepu Trichoderma atroviride G79/11

Szczep Trichoderma atroviride G79/11 zdeponowany w Miedzynarodowej Kolekcji Kultur Drob-
noustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie pod
numerem KKP 2056p, wyselekcjonowano z osadu z oczyszczalni $ciekdw mleczarskich Okregowej
Spotdzielni Mleczarskiej w Krasnymstawie. Wyizolowanie przeprowadzono znanymi metodami poprzez
przeprowadzenie wysiewu rozcienczen na podtozu selektywnym z rézem bengalskim do izolacji drozdzy
i plesni oraz 7-dniowg hodowle w temperaturze 25°C. Nastepnie odszczepiono izolaty grzybow strzep-
kowych wyroste na podiozu i pasazowano je kilkakrotnie na pozywce potato dextrose agar (PDA) uzy-
skujac czyste kultury grzybéw.

Szczep poddano badaniom morfologicznym, fizjologicznym i biochemicznym oraz poddano ana-
lizie genetycznej w celu ustalenia jego przynaleznosci gatunkowej.

Szczep charakteryzuje sie nastepujgcymi cechami:

e morfologicznymi — na podtozu PDA (Potato Dextrose Agar) charakteryzuje sie wzrostem
dywanowym, z zarodnikujgcg grzybnig koloru od zétto-zielonego do zielono-szarego
—inokulum 1. Na podtozu sojowo-celulozowo-laktozowym tworzy powierzchniowa, silnie
zarodnikujgcg, niejednorodng grzybnie koloru ciemno-zielonego z biatymi przebarwie-
niami — inokulum 2. Widoczne pod mikroskopem trzonki konidialne grzyba sg wielokrotnie
rozgatezione i zebrane w grona. Konidia sg jednokomérkowe, kuliste o zréznicowanej
wielkoséci, gtadkie. Takie cechy sg charakterystyczne dla grzybéw z rodzaju Trichoderma.

e fizjologicznymi i biochemicznymi: optymalng temperaturg wzrostu wynoszacg 27°C oraz
wzrostem w zakresie pH 3,5-10, optymalnym wzrostem przy pH podioza 4,5. Szczep
charakteryzuje sie zdolnoscig do rozktadu nastepujgcych zZrodet wegla: a-D-laktozy,
L-arabinozy, D-trehalozy, D-mannozy, L-fukozy, D-ksylozy, D-mannitolu, D-rybozy, a-D-
-glukozy, urydyny, D-celobiozy, kwasu p-hydroksyfenylooctowego, kwasu n-hydroksyfe-
nylooctowego, L-liksozy, kwasu D-galakturonowego, dekstryny, zelatyny, laminaryny,
pektyny, D-arabinozy, D-arabitolu, arbutyny, I-erytritolu, gencjobiozy, palatynozy, D-rafi-
nozy, kwasu 2-hydroksybenzoesowego, kwasu chinowego, kwasu sorbowego, dihydrok-
syacetonu; zrédet azotu: azotanéw (lll), azotanéw (V), mocznika, L-alaniny, L-argininy,
L-asparaginy, kwasu L-asparaginowego, kwasu L-glutaminowego, L- glutaminy, glicyny,
L-leucyny, L-fenyloalaniny, kwasu L-piroglutaminowego, L-proliny, L-seryny, L-waliny, D-
waliny, L-homoseryny, L-ornityny, N-amyloaminy, etanolaminy, agmatyny, acetamidu,
formamidu, glukuronamidu, D,L-laktamidu, mannozoaminy, N-acetylo-D-glukozoaminy,
adenozyny, guaniny, guanozyny, inozyny, ksantyny, alantoiny, kwasu parabanowego,
kwasu y-amino N-mastowego oraz zrédet fosforu i siarki: cyklicznego adenozyno-3',5'-
monofosforanu, cyklicznego cytydyno-3',5'-monofosforanu, cyklicznego urydyno-3',5'-
monofosforanu, cyklicznego tymidyno-3',5'-monofosforanu, O-fosforo-D-tyrozyny, co po-
twierdzono na podstawie analiz mikromacierzy fenotypowych (PM) z wykorzystaniem
systemu Biolog.

Ponadto, szczep charakteryzuje sie zdolnoscig wzrostu na nastepujgcych suplementach: L-glu-
taminie, kwasie D,L-a-hydroksymastowym oraz D,L-karnitynie oraz wykazuje zahamowanie wzrostu
w obecnosci: 9% i 10% NaCl, 6% NaCl z dodatkiem L-karnityny, 6% NaCl z dodatkiem trygoneliny, 4%,
5% i 6% mréwczanu sodu oraz 6% i 7% mocznika.

Szczep charakteryzuje sie wrazliwoscig na nastepujace zwigzki chemiczne: chlorowodorek pro-
metazyny, bromek dodecylotrimetyloamoniowy, dichromian sodu, siarczan miedzi (ll), trifluoperazyne,
diamid, tiomocznik, chlorek cynku, hydroksamian kwasu L-glutaminowego, kofeine, hydroksamian
L-argininy, hydroksamian glicyny, jodek potasu, 3-amino 1,2,3-triazol, BAPTA, chlorek litu, kwas bo-
rowy, benzamidyne, octan talu (I), paromomycyne, chlorek benzetonium, chlorowodorek chlorproma-
zyny, chlorek dekwalinium, chlorowodorek glicyny, chlorowodorek hydroksyloaminy, chlorek chromu (111)
szesciowodny, chlorek kobaltu (llI) szeSciowodny, chlorek miedzi dwuwodny, metaboran sodu dwu-
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wodny, nadjodan sodu, azydek sodu, azotan (lll) sodu, selenian sodu, chlorowodorek tiorydazyny, ize-
tionian pentamidyny, uwodniony chlorek metylu, siarczan glinu, hydroksymocznik, niaproof, fiolet tetra-
zoliowy, chlorowodorek amitryptyliny, chlorowodorek mechloretaminy, 5-fluoro-2'-deoksyurydyne, cytry-
nian klomifenu, ibuprofen oraz fluorouracyl. Niektére z tych cech sg typowe dla gatunku Trichoderma
atroviride.

Na podstawie wynikéw analizy genetycznej, sekwencji zasad odcinka D2 LSU rDNA i poréow-
nania ich z sekwencjami grzybowych odcinkéw D2 LSU, z komercyjnej bazy sekwencji MicroSEQ
potwierdzono w 99,98% przynaleznos¢ taksonomiczng szczepu do gatunku Trichoderma atroviride.

Ponizej przedstawiono kolejno$é zasad odcinka D2 LSU rDNA szczepu Trichoderma atroviride
G79/11:

GGTTAAACMGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTG
GGCGCGGCGGATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTTCGCCGTGTTCAGGCC
AGCATCAGTTCGGCGCGGGGGAAAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCCTCCGGG
AGTGTTATAGCCCGTTGCATAATACCCTGCGCTGGACTGAGGACCGCGCATCT
GCAWGGATGCTGGCGTAATG

Przyktad Il

Sposoéb otrzymywania biopreparatu z wykazaniem z wykazaniem zdolnosci wytwarzania przez
szczep enzymow litycznych

Przygotowano podtoze zawierajgce w 1,0 1: laktoze — 17,50 g, celuloze mikrokrystaliczng
— 11,67 g, make sojowg — 17,50 g, KH2PO4 — 6,30 g, (NH4)2S0O4 — 9,92 g, CaCl> x 2H20 - 0,82 g,
MgSO4 x 7H20 — 0,82 g, agar — 35 g, roztwér mikroelementéw (FeSO4 x 7H20 — 513,00 mg/l, MnSO4
X H20 — 166,00 mg/l, ZnSO4 x 7H20 — 8,50 mg/l, CoCl x 6H20 — 204,00 mg/l, woda demineralizowana
—do 1 1) — 20 ml, wode demineralizowang do 1 |, ktérego pH doprowadzono do 5,1 przez dodanie
kwasu solnego, po czym sterylizowano w temperaturze 121°C, w czasie 20 minut, ochtodzono i roz-
lano na ptytki Petriego o $rednicy 90 mm. Na tym podfozu hamnozono inokulum (2) grzyba T. atrovi-
ride G79/11 w warunkach tlenowych, w hodowli powierzchniowej w temperaturze 27°C, w czasie
17 dni, z ekspozycjg na swiatto biate w drugim tygodniu hodowli. Nastepnie przygotowano podtoze
produkcyjne wtasciwe o nastepujgcym sktadzie: laktoza — 5,00 g/l, celuloza mikrokrystaliczna — za-
wierajgca minimum 50% czagstek o wielkosci >32 um — 10,00 g/l, maka sojowa — 20,00 g/l, KH2PO4
— 6,30 g/l, NHsNOs — 2,50 g/l, CaClz x 2H20 — 0,82 g/l, MgSOa4 x 7H20 — 0,82 g/, Tween 80 — 0,15%,
roztwor mikroelementéw (FeSO4 x 7H20 — 513,00 mg/l, MnSO4 x H20 — 166,00 mg/l, ZnSO4 x 7H20
— 8,50 mg/l, CoCl x 6H20 — 204,00 mg/l, woda demineralizowana — do 1 I) — 20 ml/l, woda deminerali-
zowana do 1 I, emulsja Antifoam B — 5 ml/l, o pH 4,5, rozlano je do kolb Erlenmeyera o pojemnosci
50 ml po 12 cm? podtoza do kazdej kolby, wysterylizowano w temperaturze 121°C w czasie 20 minut
i ochtodzono. Tak przygotowane podtoze hodowlane zaszczepiono inokulum (2), uzywajgc zarodni-
kéw z 1 dobrze zarodnikujgcej 17-dniowej hodowli T. atroviride G79/11 i prowadzono hodowle wy-
trzgsang na wytrzgsarce posuwisto-zwrotnej przy szybkosci obrotéw 150 rpm, w warunkach tleno-
wych, w temperaturze 25°C, w czasie 6 dni. Po hodowli grzybnie oddzielono od ptynu pohodowla-
nego poprzez wielokrotne filtrowanie. Nastepnie zwirowano zawiesine ptynu pohodowlanego w wa-
runkach 4000 rpm, w czasie 20 minut, w celu pozbycia sie resztek grzybni. Supernatant zageszczono
20-krotnie na kolumnie filtracyjnej 10 KDa (Prep/Scale TFF 10 kDa Millipore) w celu uzyskania bio-
preparatu w formie ptynne;j.

Rezultaty otrzymanej hodowli byty nastepujace:

— skiad biopreparatu byt nastepujacy: celulazy, ksylanazy, B-glukozydaza oraz enzymy towa-
rzyszace: laktaza, poligalaktouronaza, pektynoesteraza, amylaza i proteaza, co oznaczono
na podstawie oceny aktywnosci poszczegdlnych wyzej wymienionych enzymow w bioprepa-
racie znanymi metodami kolorymetrycznymi;

— aktywnos¢ celulaz, ksylanaz i B-glukozydazy ksztattowata sie odpowiednio na poziomie:
16 FPU/mI, 6763 U/ml, 208 U/ml, preparat charakteryzowat sie towarzyszacymi aktyw-
nos$ciami pektynoesterazy, poligalaktouronazy, amylazy, laktazy i proteazy, odpowied-
nio: 8,75 nU/ml, 18,53 nU/ml, 26 pg/min/ml, 0,31 U/ml, 2,22 U/ml. Aktywnos¢ enzyma-
tyczng oznaczono spektrofotometrycznie z wykorzystaniem nastepujgcych substratow:
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celulaz metodg FPU z bibuta filtracyjng Whatmana, ksylanaz z ksylanem, B- glukozydazy
z p-nitrofenylo-o-D-glukopiranozydem (pNPG), pektynoesterazy z pektyng, poligalakto-
uronazy z kwasem poligalaktoruronwym, amylazy ze skrobig, laktazy z o- nitrofenylo-f-
-D-galaktozydem (ONPG) i proteazy z kazeing;
— optimum dziatania biopreparatu oznaczona wzgledem enzyméw celulolitycznych: 50°C,
pH 5,1.
Przyktad Il
Sposoéb otrzymywania biopreparatu z wykazaniem zdolnos$ci wytwarzania przez szczep enzymoéow
litycznych
Przygotowano podtoze zawierajgce w 1 | laktoze — 17,50 g, celuloze mikrokrystaliczng — 11,67 g,
make sojowag — 17,50 g, KH2PO4 — 6,30 g, (NH4)2S04 — 9,92 g, CaClz x 2H20 - 0,82 g, MgSOa4 x 7H20
—0,82 g, agar — 25 g, roztwor mikroelementéw (FeSO4 x 7H20 — 513,00 mg/l, MnSO4 x H20 — 166,00 mg/l,
ZnS04 x 7H20 — 8,50 mg/l, CoCl x 6H20 — 204,00 mg/l, woda demineralizowana — do 1 I) — 20 ml, wode
demineralizowang do 1 |, ktérego pH doprowadzono do 4,8, po czym sterylizowano w temperaturze
121°C, w czasie 20 minut, ochtodzono i rozlano na ptytki Petriego o $rednicy 90 mm. Na tym podtozu
namnozono inokulum (2) grzyba T. atroviride G79/11 w warunkach tlenowych, w hodowli powierzchnio-
wej w temperaturze 27°C, w czasie 17 dni, z ekspozycjg na $wiatto biate w drugim tygodniu hodowili.
Nastepnie przygotowano podtoze produkcyjne wiasciwe o nastepujgcym skfadzie: laktoza — 5,00 g/l,
celuloza mikrokrystaliczna — zawierajgca minimum 50% czastek o wielkosci > 32 um - 10,00 g/, maka
sojowa — 20,00 g/l, KH2PO4 — 6,30 g/l, NH4sNOs — 2,50 g/l, CaClz x 2H20 — 0,82 g/l, MgSO4 x 7Hz20
- 0,82 g/l, Tween 80 — 0,15%, roztwér mikroelementéw (FeSO4 x 7H20 — 513,00 mg/l, MNSO4 x H20 —
166,00 mg/l, ZnSO4 x 7H20 — 8,50 mg/l, CoCl x 6H20 — 204,00 mg/l, woda demineralizowana — do 1 I)
— 20 ml/l, woda demineralizowana do 1 |, emulsja Antifoam B — 5 ml/l, o pH 4,5, rozlano je do kolb
Erlenmeyera o pojemnosci 1000 ml po 400 cm? podfoza do kazdej kolby, wy sterylizowano w tempera-
turze 121°C w czasie 20 minut i ochtodzono. Tak przygotowane podtoze hodowlane zaszczepiono ino-
kulum (2), uzywajgc zarodnikéw z 9 dobrze zarodnikujgcych 17-dniowej hodowli T. atroviride G79/11 i
prowadzono hodowle wytrzgsang na wytrzgsarce posuwisto-zwrotnej przy szybkosci obrotéw 130 rpm,
w warunkach tlenowych, w temperaturze 25°C, w czasie 6 dni. Po hodowli grzybnie oddzielono od ptynu
pohodowlanego poprzez wielokrotne filtrowanie przez gaze. Nastepnie zwirowano zawiesine ptynu po-
hodowlanego w warunkach 4000 rpm, w czasie 20 minut, w celu pozbycia sie resztek grzybni. Super-
natant zageszczono 20-krotnie na kolumnie filtracyjnej 10 KDa (Prep/Scale TFF 10 kDa Millipore) w
celu uzyskania biopreparatu w formie ptynnej.
Rezultaty otrzymanej hodowli byty nastepujace:
— skiad biopreparatu: celulazy, ksylanazy, B-glukozydaza oraz enzymy towarzyszace:
laktaza, poligalaktouronaza, pektynoesteraza, amylaza i proteaza, co 0znaczono na podsta-
wie oceny aktywno$ci poszczegdlnych w/w enzymdéw w biopreparacie znanymi metodami
kolorymetrycznymi;
— aktywnosc¢ celulaz, ksylanaz i B-glukozydazy ksztattowata sie odpowiednio na poziomie:
16 FPU/ml, 6763 U/ml, 208 U/ml, preparat charakteryzowat sie towarzyszgcymi aktywno-
Sciami pektynoesterazy, poligalaktouronazy, amylazy, laktazy i proteazy, odpowiednio:
8,75 nU/ml, 18,53 nU/ml, 26 ug/min/ml, 0,31 U/ml, 2,22 U/ml. Aktywno$¢ enzymatyczng
0znaczono analogicznie jak w przyktadzie II;
— optimum dziatania biopreparatu oznaczona wzgledem enzymoéw celulolitycznych: 50°C,
pH 5,1.
Przyktad IV
Sposéb prowadzenia fermentacji metanowej odpaddw organicznych z zastosowaniem biopreparatu
Do przeprowadzenia procesu fermentacji metanowej odpaddéw organicznych wykorzystano bio-
preparat otrzymany sposobem wedtug wynalazku, jako ptyn pohodowlany ze szczepu Trichoderma atro-
viride G79/11. Fermentacji metanowej poddano mieszaninge odpaddéw organicznych o nastepujgcym
sktadzie mieszaniny odpadowej: odpady z przetwdrstwa owocow 25%, osad z oczyszczalni $ciekdw
mleczarskich 25%, kiszonka kukurydziana 12% oraz wywar zbozowy 38%. Bioodpady po ich wstepnym
rozdrobnieniu i ujednoliceniu mieszano w odpowiednich proporcjach. Wykorzystano osad beztlenowy
pobrany z biogazowni rolniczej. Przez 2 miesigce osad adaptowano do warunkéw prowadzenia pro-
cesu, przetrzymujgc go w temperaturze 37°C oraz zasilajgc go mieszaning badanej biomasy. Czas re-
tencji w okresie adaptacji wynosit 40 dni. Po tym czasie osad zageszczono grawitacyjnie i wykorzystano
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jako inokulum. W celu zaszczepienia biomasy mikroorganizmami do wszystkich préb dodano osad bez-
tlenowy w ilosci 20% wsadu bioreaktora. Z uktadu usunieto powietrze i rozpoczeto dobowy pomiar ilosci
powstajgcego biogazu. Czas prowadzenia fermentacji wynosit 36 dni.

Fermentacje prowadzono w uktadzie okresowym w zamknietych reaktorach o objetosci 0,5 dm?3
w warunkach mezofilnych w temperaturze 37°C. W serii pierwszej prowadzono fermentacje miesza-
niny bioodpaddéw w warunkach mezofilnych bez dodatku biopreparatu. W serii drugiej do fermentoréw,
w ktérych fermentacji poddawano badang mieszanine odpadéw wprowadzono biopreparat. Dawke
biopreparatu ustalono na podstawie ilosci cukréw redukujgcych powstatych w wyniku hydrolizy bada-
nego odpadu. Badang biomase uzupetniono biopreparatem w dawkach 0,01; 0,02; 0,05; 0,1 oraz
0,2 cm®/g s.m.o. Tak przygotowang mieszanine przetrzymywano w temperaturze prowadzenia fer-
mentaciji: 37°C. Czas hydrolizy wynosit 24 godziny. Po tym czasie oznaczano zmiany stezenia cukréw
redukujgcych w zaleznosci od dawki enzymu. Do fermentoréw razem z poddawang fermentac;ji bio-
masg wprowadzono biopreparat w ilosci 0,01; 0,02 oraz 0,05 cm3/g s.m.o.

Rezultaty wprowadzenia biopreparatu do komory fermentacyjnej:

Wydajno$¢ biogazu uzyskana w wyniku fermentacji 1 kg s.m.o. mieszaniny odpadéw wyno-
sita 493,4 dm?, a zawarto$¢ metanu stanowita 71% sktadu biogazu. Dodatek do komory fermentacyjnej
biopreparatu w ilosci 0,01 cm3/g s.m.o. spowodowat wzrost wydajnosci biogazu o ok. 4% w stosunku
do fermentacji mieszaniny odpadéw bez biopreparatu. Kolejne dawki biopreparatu wprowadzane do fer-
mentora: 0,02 oraz 0,05 cm?3/g s.m.o. spowodowaty poprawe wydajnosci biogazu w stosunku do préby
kontrolnej o ok. 7,0% oraz 9,38%. Analiza ilosci oznaczonych kwasoéw organicznych, po zakonczonym
procesie fermentacji pozostawata w korelacji z jej efektami.

Przyktad V

Sposéb prowadzenia fermentacji metanowej odpaddw organicznych z zastosowaniem biopreparatu

Sposob prowadzenia fermentacji metanowej odpadéw organicznych z zastosowaniem bioprepa-
ratu prowadzono analogicznie, jak w przyktadzie 4 — czyli dla mieszanki o takim samym sktadzie i przy
identycznych parametrach, z tym, ze w serii pierwszej prowadzono fermentacje mieszaniny bioodpadow
w warunkach mezofilnych bez dodatku biopreparatu, natomiast w serii drugiej badang biomase przed
wprowadzeniem do fermentoréw poddano wstepnej hydrolizie z dodatkiem biopreparatu w nastepuja-
cych dawkach: 0,05; 0,1; 0,15 cm3/g s.m.o. Badania przeprowadzono w temperaturach: 37°C oraz 50°C.
Po 24-godzinnej hydrolizie oznaczano stezenie cukréw redukujgcych. Tak wstepnie przygotowang bio-
mase poddano fermentacji metanowe;.

Rezultaty fermentacji metanowej po wstepnej hydrolizie biomasy z wykorzystaniem opracowa-
nego biopreparatu okreslono ponizej. Dawka biopreparatu w ilosci 0,05 cm3/g s.m.o. dodana do biood-
padéw przed wprowadzeniem do fermentora po jednodobowej hydrolizie w temperaturze 37°C spowo-
dowata wzrost wydajnosci biogazu o0 9,38% w stosunku do fermentacji bioodpadéw bez dodatku prepa-
ratu. Korzystniejsze wyniki uzyskano poddajgc substrat hydrolizie w temperaturze 50°C, ktérg okreslono
jako optymalng dla stosowania biopreparatu. Poréwnujgc najnizszg stosowang dawke biopreparatu
w ilosci 0,05 cm?/g s.m.o. stwierdzono, ze w stosunku do fermentacji odpadu nie wzbogaconego dodat-
kiem biopreparatu uzyskano wzrost wydajnosci biogazu o 10,5%. Natomiast poréwnujgc efekty fermen-
tacji odpadu poddanego hydrolizie w temperaturze 37°C i 50°C stwierdzono, ze przy najnizszej stoso-
wanej dawce réznica w wydajnosci biogazu wynosi ok. 1%. Podczas fermentacji mieszaniny odpadéw
poddanych wstepnej hydrolizie przy zastosowaniu najwyzszej testowanej dawki preparatu stwierdzono,
ze dawka biopreparatu w istotny sposéb wptywa na ilo$¢ uzyskiwanego biogazu. W poréwnaniu z probg
bez wstepnej hydrolizy dla préb poddanych hydrolizie w temperaturze 37°C odnotowano wzrost wydaj-
nosci biogazu o 11,6%, natomiast dla temperatury hydrolizy 50°C warto$¢ ta byta wyzsza o 17,18%.
Potwierdzeniem tych danych byly réwniez wyniki analizy kwaséw organicznych po zakoriczonym pro-
cesie fermentaciji.

Zastrzezenia patentowe

1. Nowy szczep grzyba Trichoderma atroviride G79/11 zdeponowany w Miedzynarodowej Ko-
lekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spo-
zywczego w Warszawie pod numerem KKP 2056p, wyselekcjonowany z osadu z oczyszczalni
Sciekéw mleczarskich, wytwarzajgcy jednoczesnie nastepujgce enzymy lityczne o wysokiej



PL 228 759 B1 9

aktywnosci: celulaz, ksylanaz i B-glukozydazy oraz towarzyszacej aktywnosci: laktazy, enzy-

mow pektynolitycznych, amylazy i proteazy, stosowany do otrzymywania biopreparatu do op-

tymalizacji fermentacji metanowe;.

. Sposoéb otrzymywania biopreparatu do fermentacji metanowej odpadéw organicznych z wy-

korzystaniem gatunku Trichoderma atroviride, polegajacy na jego hodowli na odpowiednio

skomponowanym podtozu zawierajgcym zrédto wegla, fosforu i azotu oraz zwigzki mineralne,
prowadzonej w zoptymalizowanych warunkach: pH podtoza, temperatury hodowli i szybkosci
wytrzgsania i nastepnie oddzieleniu grzybni od ptynu pohodowlanego i jego zageszczeniu,
znamienny tym, ze stosuje sie szczep grzyba, jak okreslono w zastrz. 1, ktéry namnaza sie

w hodowli stacjonarnej — inokulum 2, w warunkach tlenowych, przy pH 4,8-5,1 w temperatu-

rze 27°C w czasie 14-20 dni, na podtozu zawierajgcym w 1,0 1:

— jako zrodto wegla: laktoze w ilosci 17-18 g/l, celuloze mikrokrystaliczng w ilosci 11-12 g/l
oraz make sojowg w ilosci 17-18 g/l

— jako zrodto fosforu: KH2PO4 w ilosci 67 g/l

— natomiast jako zrodto azotu: (NH)2SOa4 w ilosci 9-10 g/l

— i ponadto stosuje sie CaClz x 2H20 w ilosci 0,5-1 g/l, MgSOa4 x 7H20 w ilosci 0,5-1 g/l, agar
w ilosci 25—-35 g/l oraz roztwér mikroelementow w ilosci 20 ml/l,

a nastepnie zaszczepia sie tak namnozonym inokulum 2 podioze produkcyjne i prowadzi
hodowle we wgtebnej hodowli wytrzgsanej, przy czym podfoze produkcyjne zawiera w 1,01:

— jako zrodto wegla: laktoze w ilosci 4,5-5,5 g/l, celuloze mikrokrystaliczng — zawierajgca
minimum 50% czgstek o wielkosci >32 um w ilosci 9,5-10,5 g/l oraz mgke sojowa w iloSci
19,5-20,5 g/l,

— jako zrodto fosforu: KH2PO4 w ilosci 67 g/,

— natomiast jako zrodto azotu: NHaNOs w ilosci 2,50 g/l,

— i ponadto stosuje sie CaClz x 2H20 i MgSOa4 x 7H20 w ilosciach analogicznych, jak przy
hodowli stacjonarnej, oraz Tween 80 — 0,14-0,16%, roztwor mikroelementéw w ilosci 20 ml/l,
wode demineralizowang w ilosci do 1 I, emulsje Antifoam B w ilosci 4,5-5,5 ml/l, a ho-
dowle prowadzi sie w warunkach tlenowych, przy pH 4,5, w temperaturze 22-27°C, w cza-
sie 5-10 dni, stosujgc szybkos¢ obrotéw wytrzasarki 120-160 rpm.

. Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze namnazanie szczepu Trichoderma atroviride

G79/11 w hodowli stacjonarnej trwa 17 dni.

. Sposo6b wedtug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, ze w drugim tygodniu hodowli stacjonarnej,

hodowle eksponuje sie korzystnie na $wiatto biate.

. Sposéb wedtug zastrz. 2 do 4, znamienny tym, ze temperatura prowadzenia hodowli

we wgtebnej hodowli wytrzgsanej na podtozu produkcyjnym wynosi korzystnie 25°C.

. Sposoéb wedtug zastrz. 2 do 5, znamienny tym, Zze czas prowadzenia hodowli we wgtebnej

hodowli wytrzgsanej na podtozu produkcyjnym wynosi korzystnie 6 dni.

. Sposoéb prowadzenia fermentacji metanowej odpadéw organicznych z biopreparatu zastoso-

waniem, jak okreslono w zastrz. 1, znamienny tym, ze do fermentacji stosuje sie mieszanke

odpaddw o sktadzie: odpady z przetworstwa owocow — 22—28%, osad z oczyszczalni Sciekdw

mleczarskich — 22—28%, kiszonka kukurydziana — 11-13% oraz wywar zbozowy — 35-40%,

przy czym biopreparat stosuje sie w formie ptynnej albo zliofilizowanej odpowiednio w daw-

kach nie mniejszych niz 0,01 cm3/g s.m.o. lub 0,1 mg/g s.m.o. podawanych bezposrednio
do fermentoréw, a fermentacje prowadzi sie w warunkach mezofilnych.

. Sposoéb prowadzenia fermentacji metanowej odpaddéw organicznych z zastosowaniem biopre-

paratu, jak okreslono w zastrz. 1, znamienny tym, Zze do fermentacji stosuje sie mieszanke

odpadow o sktadzie: odpady z przetwdrstwa owocow — 22—-28%, osad z oczyszczalni sciekow

mleczarskich — 22—28%, kiszonka kukurydziana — 11-13% oraz wywar zbozowy — 35-40%,

przy czym mieszanke, przed wprowadzeniem do fermentoréw, poddaje sie wstepnej hydrolizie

z dodatkiem biopreparatu w formie ptynnej albo zliofilizowanej odpowiednio w dawkach nie

mniejszych niz 0,05 cm3/g s.m.o. lub 0,1 mg/g s.m.o. i hydrolize prowadzi sie w temperaturze

36-55°C.
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