Wptyw sktadu podtoza i temperatury na wzrost Beauveria bassiana — ocena efektywnosci biologicznej i kosztowej
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WPROWADZENIE

Entomopatogenny grzyb Beauveria bassiana jest jednym z najwazniejszych mikroorganizmow
wykorzystywanych w biologicznej ochronie roslin. Skuteczne wdrozenie preparatow opartych na tym
gatunku wymaga opracowania wydajnej i ekonomicznie wuzasadnionej technologii namnazania,
zapewniajgcej wysoka koncentracje zywych komodrek oraz odpowiednig ilos¢ biomasy. O efektywnosci
procesu decydujg m.in. sktad podtoza i temperatura hodowli, przy czym podtoza bogate w ekstrakt
drozdzowy i peptony mogg znaczgco zwieksza¢ koszt procesu w skali przemystowej. Badania nad
optymalnymi mediami hodowlanymi tradycyjnie rozpoczynajg sie od skali laboratoryjnej (kolby), gdzie w

W celu obnizenia kosztow operacyjnych kluczowe jest zaprojektowanie , w miare mozliwosci, prostej i
taniej pozywki syntetycznej lub pétsyntetycznej, zawierajgcej absolutne minimum wymaganych sktadnikow
odzywczych (proste zréodto wegla, azotu oraz podstawowe sole mineralne). Prezentowane badania miaty
na celu ocene wptywu czterech podtozy hodowlanych oraz temperatur hodowli 26 i 28°C na kinetyke
wzrostu czterech izolatow B. bassiana, ze szczegdlnym uwzglednieniem produkcji biomasy i koncowej
liczebnosci jednostek tworzgcych kolonie. Ponadto porownano orientacyjne koszty surowcow niezbednych
do przygotowania podfozy w skali 1000 L i odniesiono je do uzyskiwanej wydajnosci biologiczne;.

kontrolowanych warunkach testuje sie liczne warianty sktadu podtozy. Nastepnie uzyskane formulacje
poddaje sie walidacji i skalowaniu w bioreaktorach.

METODYKA

Badano izolaty 2, E58, E70 i E90. Hodowle prowadzono przez 96 h w kolbach wytrzasanych przy 160 rpm, w temperaturze 26 lub 28°C. Badano cztery podtoza: YPD (20 g/L glukozy, 10 g/L ekstraktu drozdzowego i 20 g/L
peptonu), Sabouraud (40 g/L glukozy i 10 g/L peptonu), PD (podtoze ziemniaczano-glukozowe) oraz SYN, zawierajgce 30 g/L glukozy, 15 g/L ekstraktu drozdzowego, 9 g/L peptonu miesnego, 1,5 g/L KH,PO4 i 0,5 g/L
MgS0,4:7H,0. W trakcie procesu monitorowano pH i liczebnos¢ zywych komorek, natomiast po 96 h oznaczano zawartos¢ suchej masy. Koszty podtozy oszacowano dla hurtowych cen surowcoéw spozywczych i
fermentacyjnych (punktem wyjscia byty ceny surowcow dostepne na gietdach towarowych w Chinach oraz Indiach) oraz wody procesowej (zmiekczanie oraz odwrdcona osmoza); nie uwzgledniano kosztow energii,
sterylizacji, napowietrzania, chtodzenia, pracy ani amortyzacji.

WYNIKI
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Najwyzszg Srednig zawartosS¢ suchej masy, obliczong dla wszystkich izolatow, uzyskano na podfozu SYN:
4,07% w 26°C i 3,90% w 28°C. Na YPD srednie wynosity odpowiednio 3,45% i 3,31%, przy wiekszym
zroznicowaniu miedzy izolatami w 28°C. Najwyzszg wartos¢ pojedynczg (5,22%) odnotowano dla izolatu 2 na
podtozu Sabourauda w 28°C, podczas gdy pozostate izolaty osiggaty tam wartosci od 1,29% do 1,84%.

Podtoze Sabouraud w 28°C zapewniato srednio 6,05 x 102 jtk/mL po 96 h, a dla pojedynczych izolatow do
9,6 x 10® jtk/mL. W 26°C srednia wynosita 3,50 x 10® jtk/mL. Podwyzszenie temperatury sprzyjato
namnazaniu sie komorek na tym podtozu. Na podtozu SYN Srednia liczebnos¢ jtk spadta z 1,77 x 102 do
7,25 x 107 jtk/mL po podwyzszeniu temperatury.

Zmiany pH w trakcie hodowli . ., .
Sucha masa a liczebnos¢ po 96h hodowli
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Poczatkowe pH: PD 4,77; YPD 6,38; Sabouraud 5,71; SYN 6,52.
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Srednie opisuja cztery rézne izolaty; linie tgczg temperatury tego samego podtoza.

We wszystkich wariantach hodowli pH obnizato sie w pierwszych 24 h, a dalszy przebieg zmian zalezat od
podtoza, izolatu i temperatury. Najwieksze zroznicowanie miedzy izolatami obserwowano na PD: dla izolatow 2
i E70 pH pozostawato niskie do korica hodowli (okoto 2,5-3,1), natomiast dla E58 i E90 nastepowat ponowny
wzrost, szczegdlnie w 28°C. Na podfozu Sabourauda wartosci minimalne osiggano po 48-72 h, po czym pH
wzrastato, osiggajgc na koncu hodowli wyzsze wartosci w 28°C niz w 26°C dla wszystkich izolatow.

Podwyzszeniu temperatury z 26 do 28°C towarzyszyt wzrost obu parametrow na podtozu
Sabourauda, natomiast na YPD i SYN obserwowano ich spadek.

Biomasa uzyskana w trakcie hodowli izolatéw na podtozu Sabourauda
160 rpm - temperatura 28°C

Efektywnos¢ kosztowa
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Koszt na 102 jtk = koszt 1000 L x 10° / srednia liczebnos¢ [jtk/mL] po 96 h.

Koszt surowcow [z4/1012 jtk]
Uzyskane wyniki wskazujg na wyrazny kompromis pomiedzy maksymalizacjg ilosci biomasy a

maksymalizacjg liczby zywych komorek B. bassiana. Podtoze SYN byto najbardziej korzystne dla akumulacji
biomasy, natomiast Sabouraud w temperaturze 28°C zapewniato najwyzszg liczebnos¢ jednostek
tworzacych kolonie oraz korzystng relacje kosztu podtoza do wydajnosci hodowli. W dalszej optymalizacji
procesu, szczegolnie z perspektywy jego skalowania, zasadne jest wiec uwzglednianie nie tylko
maksymalnej biomasy, lecz takze kosztu jednostkowego wytworzenia zywych i technologicznie
przydatnych komorek, ze szczegdlnym uwzglednieniem zawartosci blastospor.

Koszt surowcow wymaganych do przygotowania 1000 L pozywki wyniost: PD 404 zt, Sabouraud 712 zt, SYN
1595 zt i YPD 1652 zt. Najwiekszy udziat w kosztach SYN i YPD miaty ekstrakt drozdzowy i pepton. Sama cena
1000 L podtoza jednak nie odzwierciedla jego efektywnosci produkcyjnej. Po odniesieniu kosztu do koncowej
liczebnosci komorek szczegdlnie korzystnie wypadato podifoze Sabouraud w 28°C: orientacyjny koszt pozywki
wynosit okoto 1,18 zt na 10" uzyskanych jtk
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