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KULTIVIRANJE MICELIJA GLJIVE MORCHELLA HORTENSIS
U SURUTKI UZ DODATAK STIMULATORA RASTA

Prof. dr Zdravke DUVNJAK, Ivka SPINDERK, dipl. in%. i prof. Gavro
TAMBURASEYV, Tehnoloski fakultet, Zagreb

Hjefavanju pitanja raznih otpadaka posvecuje se sve wvife painje, jer
njihovo nagomilavanje remeti ravnotezu u prirodi i oteZzava normalno odvi-
janje Zivota ljudi. Kad se uzme u obzir da mnogi otpaci mogu posluziti kao
korisne sirovine onda je jasnije zbog ¢ega se ti problemi Sire razmatraju.

Jedan od natina koriStenja otpadaka je njibova upotreba kao sirovina za
oripremu podloga za kultiviranje mikroorganizama v cilju dobivanja raznih
proizvoda (1, 2, 3). Surutka je nusproduki kod proijzvodnje sira i ima je u
velikim koli¢ginama. Iako je jedan dio surutke koristen v stoéarstvu smatrana
je otpatkom i njene velike kolifine su bacane. Medutim, zbog svog sastava
ona se sve vide tretira kao vrlo vrijedna sirovina. Surutka sadr?i izvore uglji-
ka, duSika, fosfora, sumpora, vitamina i mineralrih tvari (4) pa moZe biti
pogodna za pripremu podloga za kultiviranje raznih mikroorganizama bilo u
cilju dobivanja mikrobne biomase (5), bilo dokivanja mikrobnik metabolita
(6, 7).

S obzirom na aktuelnost proizvodnje Sto vetih koliéina proteina koriste
se njihovi novi izvori, U tom pogledu mikroorganizmima se pridaje posebna
paznja (8, 9) zbog njihove brze reprodukcije i moguénosti dobivanja velikih
koli¢ina njihove biomase u relativho malim prostorima.

I grupu mikroorganizama koji se mogu koristiti za proizvodnju tzv. je-
dnostaniénih proteina spadaju i vise gljive. One sadrfe znacajne koliéine pro-
teina, a takoder vitamina i mineralnih tvari, te se mnoge od njih specijalno
zbog ugodnog okusa i mirisa rado koriste u ishrani ljudi.

Ranije su se vise gljive kultivirale na kompostima. Medutim, pored toga
nadina sada se radi i na preoizvodnji micelijarne masze wigih gljiva submerznim
postupkom kultiviranja (10).

U ovom radu kao osnova podloge za kultiviranje vide gljive Morchella
hortensis koriftena je surutka.
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Materijal i meiode

Radni mikroorganizam koristen u ovom radu je vida gljiva Morchella
hortensis. Odriavana je na évrstoj podlozi koja se sastoji od: glukoze (20
g), krumpirove infuzije napravljene od 300 g krumpira u litri vode i agara
(20 g). Ta ista podloga ali bez dodatka agara koristena je za pripremu ino-
kuluma,

Kao osnovna podloga za kultiviranje ove gljive slufila je surutka u koju
su pojedinaéno dodavani u raznim koncentracijama kukuruzni i kvaSev
ekstrakt, asparagin i kazein. Poéetni pH podloge podefen je na wvrijednost
45 551 65

Sve podloge su sterilizirane 25 min. na 1109C,

Za inokuliranje 100 ml ispitivane podloge koriSteno je 5 ml homogenizi-
ranog inokulurna.
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Kultiviranje je provedeno submerznim postupkom u Erlenmeyer tikvicama
od 500 ml sa po 100 ml podloge. Temperatura kultiviranja je 24"C.

Mije$anje je omoguéeno tresenjem na rotacionoj tresilici sa 180 o/min i
ekscentrom od 5 em. Kulliviranje je trajalo 5 dana.

Nakon kultiviranja izrasla micelijarna masa je filtracijom odijeljena od
isiroSene podloge zalim isprata vodom te suSena u susioniku na temperaturi
od 80'C. Dobivena biomasa je izrazena u gramima suhe tvari na 100 ml hra-
njive podloge.

Rezultati ispitivanja i diskusija

Surutka koju smo koristili u ovom radu kao podlogu za kultiviranje vise
gliive M. hortensis je poticala iz razli¢itih Sarzi pri proizvodnji svjezeg
sira. Uzimajuéi to u obzir logi¢no ie da je njen sastav varirao od Sarze do
SarZe, ali i pored toga odredivanjem smo utvrdili da najfeSée sadrzi laktoze
od 40 do 45 mg/ml, fosfata od 2,0 do 2,8 mg/ml i ukupnog dusika od 1,0 do 2,20
mg/ml. pH je varirao od 4,0 do 4,3.

Pokusaj kultiviranja gljive M. hortensis, u takvoj surutki kojoj je
samo podeSen pH na 5,5, a koji je optimalan za rast micelija ove gljive u
submerznoj kulturi, nije uspio. Medutim. u razrijedenoj surutki sa vodom
micelij ove gljive raste te se u podlozi koja se sastoji od 80" surutke i 20%
vode dobije nakon 5-0 dnevnog submerznog kultiviranja 9 g suhe tvar mice-
lijarne mase u litri takve podloge (11).

Dodatkom nekih organskih ¢istih i kompleksnih ingredijenata omoguéen
je rast ove gljive i u nerazrijedenoj surutki. Kao dodaci korifteni su kukuruzni
i kvastev ekstrakt, kazein i asparagin.

Te komponente su pojedinatno dodavane u surutku i u njoj su bile za-
stupljene u raznim koncentracijama.

Na siici 1 prikazani su rezultaii koji su dobiveni kultiviranjem micelija
ispitivane gljve u nerazrijedenoj surutki u koju je dodat kukuruzni ekstrakt
u koncentracijama od 0,3 do 2,5%, pri potetnim pH vrijednostima pripravljenih
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Slika 1. Uticaj kukuruznog ekstrakta na rast micelija gljive M. hortensis
u surutki raziic¢itih pocéetnih pH vrijednostii.
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podloga 5,5 i 6,5. Sa te slike je vidljivo da kukuruzni ekstrakt i u malim kon-
centracijama (0,3"/0) u ovoj podlozi stimulira rast micelija ove gljive. Poveca-
njem koncentracije kukuruznog ekstrakta do 1,5 dolazi do linearnog po-
vecanja koli¢ine biomase. U surutki sa vi§im koncentracijama kukuruznog
ekstrakta od 1,5% dolazi takoder do povec¢anja koli¢ine micelijarne mase, ali
je njen prirast u podruéju izmedu 1,5 i 2,5"0 kukuruznog ekstrakta znatno nizi
nego $to je kod njegovih nizih koncentracija.

Prinos micelijarne mase u podlozi sa 2,5 kukuruznog ekstrakta ¢ija je
poéetna pH vrijednost bila 5,5 je 27,3 g u litri podloge 5to je za 3,3 g viSe od
dobivenog rezultata u istoj podlozi sa po¢etnom pH vrijednoscu 6,5.

U podlogama sa nerazrijedenom surutkom i raznim koncentracijama ku-
kuruznog ekstrakta, a pri poéetnoj pH vrijednosti 4,5 nije primijeéen rast
micelija gljive M. hortensis, a takoder nema ni rasta u podlozi priprav-
ljenoj od vode i navedenih koncentracija kukuruznog ekstrakta.

Promatrajuéi sliku 2, na kojoj su prikazani rezultati dobiveni pri
submerznom kultiviranju gljive M. hortensis u nerazrijedenoj surutki
sa razli¢itim koncentracijama kvastevog ekstrakta i pri po¢etnim pH vrijedno-
stima 5,5 1 6,5 vidi se da je maksimalni prinos biomase postignut u podlogama
koje su sadrzavale 1,50 kvaséevog ekstrakta. Pri toj koncentraciji kvaséevog
ekstrakta dobiveno je 24,5 g biomase (suhe tvari) u litri podloge kada je njen
pocetni pH iznosio 5,5 §to je za 500 vise od prinosa postignutog u podlozi istog
sastava, ali po¢etne pH vrijednosti 6,5.

Povectanje koncentracije kvadéevog ekstrakta u nerazrijedenoj surutki
iznad 1,5% uzrokuje znatnu inhibiciju rasta micelijarne mase gljive M.
hortensis. To se naroc¢ito ispoljilo pri poc¢etnom pH podloge 5,5 jer je po-
veéanjem koncentracije kvastevog ekstrakta sa 1,5 do 2,0° izazvalo pad pri-
nosa biomase za 54"/u.
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Slika 2. Uticaj kvascéevog ekstrakia na rast micelija gljive M. hortensis u
surutki pri pecetnom pH 5,5 1 6,5.
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Slika 3. Uticaj kazeina na rast gljive M. hortensis u surutki
razli¢itih pocetnih pH vrijednosti.

Ni u ovom slu¢aju kao §to je takoder veé¢ navedeno u slucaju dodatka
kukuruznog ekstrakta nema rasta micelijarne mase kacda je potetni pH pod-
loge bio 4,5.

Dodatkom kazeina u nerazrijedenu surutku postignut je rast micelija
ispitivane gljive i pri po¢etnom pIH podloge 4,5, 55 i 6,5.
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Slika 4. Uticaj asparagina na rast micelija gliive M. hortensis u surutki
razli¢itih poéetnih pH vrijednosti.
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Pri potetnom pH podloge 4,5 poveéanjem koncentracije kazeina do 2,5
dolazi i do povecanja koli¢ine biomase. Kod poéetnil vrijednosti pH podloge
55 i 6,5 maksimalni prinos biomase se postize pri koncentraciji kazeina 0,6%0,
dok njegove viSe koncentracije izazivaju inhibiciju rasta Sto je vidljivo sa
slike 3. Kada je u podlozi koncentracija kazeina bila 0,6 prinos micelijarne
mase pri poc¢etnom pH podloge 6,5 je bio za 19%, a pri peéetnom pH 4,5 za
74"y nizi od dobivenih maksimalnih vrijednosti kod pH 5,5.

Sa iste slike je vidljivo da je u ovoj seriji pokusa najvise micelijarne mase
(22,5 g/100 ml) gljive dobiveno kada je nerazrijedena surutka sadrzavala 2,5"
kazeina i kada je njen pocetni pH bio podeSen na vrijednost 4,5.

Na slici 4. su prikazani rezulfati dobiveni kultiviranjem micelija gljive
M. hortensis u nerazrijedenoj surutki uz dodatak asparagina. Maksimalni
prinosi micelijarne mase su dobiveni sa 0,6"/s aspzragina u podlozi. Njegove
viSe koncentracije izazivaju znatnu inhibiciju resta biomase pri submerznom
na¢inu kultiviranja ove zljive. Pri po¢etnom pH podloge 4,5 dobiveno je 22 g
biomase (rac¢unato na suhu tvar) po litri podloge, a pri pH 5,5 i 6,5 dobivenm
rezultati su za 15 odnosno 25"/u nizi.

Zakljuéak

Micelij gljive Morchella hortensis se moze kultivirati submer-
znim postupkom i u nerazrijedenoj surutki uz dodatak kukuruznog i kvastevog
ekslrakta, kazeina 1 asparagina, koji u ovom slucaju djeluju kao dodatni
izvori duSika i kao stimulatori rasta navedenog mikroorganizma.

U litri nerazrijedene surutke uz dodatak kukuruznog ekstrakta dobiveno
je 27,3 g micelijarne mase ratunato na suhu tvar. Nesto nizi rezultati su po-
stignuti u surutki uz dodatak kvastevog ekstrakta (24,5 g), kazeina (22,5 g) i
asparagina (22 g).

Uporedujuci te rezuitate sa onim iz ranijih pokusa pri kultiviranju ove
gljive u razrijedenoj surutki (80% nerazrijedene surutke i 20% vode), kada je
dobiveno 9 g biomase u litri podloge, vidi se da su orinosi u nerazrijedenoj
surutki, ali uz dodatak navedenih stimulatora rasta i do 3 puta visi.

Poctetni pH podloge znatno utite na razvitak micelija gljive M.
hortensis.

Summary

Mycelium of Morchella hortensis can be cultured in submerged culture
in undiluted whey but with the addition of corn steep liquor, yeast extract, casein and
asparagine which serve as addilional sources of nitrogen and have a stimulative
effect on the growth of the microorganisms,

273 g of dried mycelium has been reached per liter of undiluted whey wiln
corn steep liquor. Lower yields have been obtained in whey with yeast extract
(24.5 g), casein (22.5 g) and asparagine (22 g).

These yields obtained in undiluted whey with added stimulants compared with
9 g of mycelium of the strain cultured in diluted whey (80"s undiluted whey and
20" water) are 2.5 — 3 times greater.

Initial pH of the culture medium has a strong influence on the development
of M. hortensis mycelium.
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Vijesti

SASTANAK PREHRAMBENIH TEHNOLOGA, BIOTEHNOLOGA
| NUTRICIONISTA HRVATSKE

U toku tri dana, od 7. do 9. lipnja 1979, Zagreb je bio domaéin impozantnog

Sastanka prehrambenih tehnologa, biotehnologa i nutricionista Hrvatske. U ra-
sko$nim prostorijama hotela Inter-continental i na Tehnoloskom fakultetu
drustveni i znanstveni radnici, te stru¢njaci Sirokog raspona specijalnosti izno-
sili su referate i raspravljali o problemima prehrane i unapredenju tehnologije

u

prehrambenoj industriji.
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