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      The influence of different artificial conditions on the growth of Pleurotus Ostreatus and Pleurotus Florida was studied in the laboratory experiments. 
      Основную массу отходов в процессе промышленной переработки растительного сырья составляют целлюлоза, гемицеллюлоза и лигнин. Переработка лигноцеллюлозного сырья в субстраты для выращивания съедобных грибов является частью современной стратегии рационального использования отходов сельского хозяйства и лесной промышленности (Мануковский, 1990). 
     Сегодня грибоводство выделилось в самостоятельную отрасль хозяйства. Ежегодно увеличивается потребление культивируемых грибов. Например, в 2006 году в Китае среднедушевое потребление грибов составило 5,2 кг в Испании и Германии около 3 кг, Канаде 2,3 кг и только 1,0 кг в России (Хренов, 2007). В последние годы особенно резко выросло производство ксилотрофных грибов, в частности, шиитаки и вешенки. Вешенка является одним из самых, коммерчески важных съедобных культивируемых видов и составляет 25% в доле общемирового производства грибов. Отмечается также, что питательные потребности вешенки пока все еще неясны для грибоводов практиков (Тишенков, 2007). 
      С учетом сказанного, можно судить об актуальности темы, посвященной оптимизации среды для выращивания вешенки. Целью исследований являлось определение наиболее значимых факторов, влияющих на конверсию субстрата и урожай гриба вешенки. В задачи работы входили: поиск оптимальной концентрации пшеничного зерна, повышающего питательную ценность субстрата; оценка влияния осмозащитных веществ на урожай вешенки и конверсию лигноцеллюлоз пшеничной соломы; учет влияния добавок органического азота и лигнина на выход плодовых тел гриба. 
      Объектами исследования служили два вида вешенок Pleurotus ostreatus и Pleurotus florida. Эти культуры используются для производства посевного мицелия, поставляемого грибоводческим предприятиям, расположенным в пригородах города Красноярска и поддерживаются в микологическом музее лаборатории экологической биотехнологии Института биофизики СО РАН. 
      В качестве основного компонента субстрата для культивирования Pleurotus florida использовали пшеничную солому, которая предварительно подвергалась измельчению до размеров частиц 1-3 см. Перед внесением в субстрат пшеничное зерно отваривали в течение 20 минут до состояния размягчения. Для проведения опытов использовали сухой порошок гидролизного лигнина, полученного из Красноярского биохимического завода. Раствор водной вытяжки образцов лигнина имел рН = 3,5. Перед внесением в субстрат лигнин просеивали через сито с диаметром отверстий 2 мм. После этого необходимое количество лигнина смешивали с соломой и увлажняли. В экспериментах использовали таблетированный активированный уголь марки УБФ, производство ОАО ”УРАЛБИОФАРМ” (Екатеринбург). Перед внесением таблетки измельчали и затем расчетное количество угольного порошка добавляли к пшеничной соломе. 
      В качестве белковой добавки применяли желатин фирмы DIFCO (Bacto Nutrient Gelatin Dehydrated, DIFCO 0011-01, Detroit, USA). Перед использованием готовили суспензию порошка в воде, которой далее увлажняли соломенный субстрат. С целью увеличения доли связанной воды применяли 2% агаровые пластинки. Для их приготовления к 1 л водопроводной воды добавляли 20 г агара и доводили до кипения. После того как агар полностью растворялся, раствор охлаждали примерно до 40оС и разливали тонким слоем (3-5 мм) в поддон. После застывания агаровый студень разрезали на пластинки с размерами 5х5 мм. В экспериментах использовали ионообменную смолу марки КУ-1 (катионит). Отмеренное количество катионита тщательно смешивали с пшеничной соломой. Затем субстрат увлажняли и помещали в культивационные сосуды.

      В соответствии с поставленными задачами было выполнено три эксперимента. 1. Изучение влияния легкодоступных добавок на рост гриба Pleurotus florida. 2. Исследование действия осмозащитных добавок на урожай гриба Pleurotus ostreatus. 3. Определение оценки совместного влияния лигнина и белка на выход грибов и конверсию субстрата. 
      Выращивание вешенки проводили в 1 л стеклянных культивационных емкостях, которые заполняли субстратом из расчета 100 г по сухому веществу на сосуд. В центр каждого субстратного блока вкладывали тонкостенную перфорированную инокуляционную трубку. После заполнения субстратом сосуды закрывали крышками из нержавеющей стали, в центре которых имелось отверстие для ватно-марлевой пробки. Снаряженные банки стерилизовали при 1 атм в течение 1 часа. После охлаждения содержимого сосудов производили посев (инокуляцию) культур. При нестерильном способе проращивания в воду, которую использовали для увлажнения, добавляли живую культуру пекарских дрожжей, из расчета 1 г сухих дрожжей на 1 л воды. Пекарские дрожжи при нестерильном проращивании субстрата выполняли роль защитной микрофлоры. При стерильном способе проращивания субстрата внесение инокулума культур Pleurotus florida и Pleurotus ostreatus производили петлей, путем переноса в асептических условиях кусочка агара с мицелием гриба на зерновой субстрат. При нестерильном способе к увлажненному суспензией дрожжей субстрату (100 г сухой массы) добавляли 10 г зернового мицелия. Посевной материал равномерно перемешивали и далее засеянный субстрат размещали по культивационным сосудам. 
      Культивационные сосуды с засеянным субстратом инкубировали при 25ºС в термостате при относительно влажности воздуха не менее 60% в течение 10-15 суток до полного обрастания субстрата мицелием. После этого культивационные сосуды с проросшим мицелием субстратом помещали в камеры для плодоношения, где поддерживались высокий уровень относительной влажности (85-95 %) и температуру 16-20оС. 

      В ходе экспериментов учитывали начальные сухие массы всех органических компонентов, добавленных в каждый культивационный сосуд. Процесс выращивания заканчивали после двух волн плодоношения гриба. По окончании учитывали массу плодовых тел и количество не усвоенного (остаточного) субстрата. Каждый вариант субстрата испытывали не менее, чем в двух повторностях. 
      Результаты экспериментов заносили в электронные таблицы и проводили статистическую обработку с помощью встроенных функций программы “Excel”. 

	Содержание зерна в субстрате, %
	Влажность исходного субстрата, %
	Сырая масса грибов за две волны, г 
	Доля 1 волны в урожае грибов, %
	Масса сухого остатка субстрата, г

	0
	73,7
	79,7±4,3
	71,0
	67,6±0,6

	14
	67,4
	90,7±4,6
	84,4
	55,0±0,9

	27,5
	65,3
	95,8±5,5
	80,6
	56,1±2,9

	42,2
	62,8
	76,0±7,2
	78,9
	52,2±1,4

	65,4
	57,9
	54,7±3,9
	73,9
	51,5±6,6

	80,4
	54,0
	30,8±6,9
	37,8
	57,0±8,7


Таблица 1. - Показатели конверсии пшеничной соломы грибом Pleurotus florida в зависимости от содержания пшеничного зерна в субстрате. Результаты конверсии после двух волн плодоношения гриба в пересчете на 100 г исходной сухой массы субстрата.

      Представленные в табл. 1 данные показывают, что добавка 14–27,5% зерна дает увеличение общего урожая сырых грибов по сравнению с контрольным вариантом на 14-20 %. В этом диапазоне добавок выход плодовых тел по сухой массе составил 7,4 и 7,9 г в пересчете на 100 г субстрата. Остаток не усвоенного субстрата был наибольшим в контрольном варианте (без добавок) – 67,6%. При более высокой доле легкоусвояемой добавки в субстрате (42,2% и выше) урожай грибов оказывается ниже. Так, если содержание легкодоступных веществ в субстрате составляет около 80%, то урожай грибов примерно в два раза ниже, чем в контроле. При этом гриб окисляет на 10,6 % субстрата больше. 

      Возможной причиной падения урожая, по-видимому, является относительное снижение интенсивности газообмена в объеме обогащенного субстрата, что приводило к увеличению времени образования плодовых тел (особенно второй волны) и соответственно повышению расхода субстрата на поддержание жизненных процессов мицелия. 
      Таким образом, можно констатировать, что увеличение питательности субстрата за счет добавки пшеничного зерна дает ограниченный рост урожайности гриба вешенки, поскольку одновременно происходит ухудшение газообмена культуры. При этом степень конверсии субстрата не снижается или даже возрастает. 
      Известно, что колонизация растительных остатков высшими мицелиальными грибами, приводит к необратимым изменениям физико-химического состава субстрата. В частности, в последнем возрастает доля зольных элементов и водорастворимых продуктов деструкции лигноцеллюлоз и соответственно снижается осмотический потенциал среды. 

      В соответствии с поставленными задачами были проведены эксперименты, в которых для повышения осмотического потенциала среды увеличивали содержание воды в субстрате, а также добавляли ионообменную смолу и активированный уголь. Для того, чтобы избежать переувлажнения субстрата и обеспечить нормальный газообмен часть воды добавляли в связанном виде (в виде агарового геля). Результаты экспериментов представлены в табл. 2. 
	Осмозащитные компоненты, добавленные к субстрату
	Доля осмо-защитных ко-мпонентов в субстрате,%*
	Сырая масса грибов за две волны, г
	Доля первой волны в урожае гри-бов, %
	Доля сухого остатка суб-страта, %

	Связанная вода
	42
	121±5,2
	57
	71,0±3,9

	Активированный уголь
	2,7
	65±3,6
	75
	37,8±2,7

	Ионообменная смола
	2,7
	93,8±5,9
	82
	47,9±5,2

	Без добавок (контроль)
	0,0
	129±1,8
	64
	68,2±8,2


Таблица 2. - Показатели конверсии пшеничной соломы грибом Pleurotus ostreatus при использовании трех осмозащитных компонентов. Во всех вариантах исходная сухая масса субстрата составляла 100 г. Проращивание субстрата проводили в нестерильных условиях с использованием дрожжей в качестве защитной микрофлоры. *Содержание осмозащитных компонентов дано на сырую массу исходного субстрата.  
      Из приведенных данных следует, что добавление к субстрату осмозащитных компонентов не повышает выход плодовых тел при сборе двух волн, но использование в качестве добавок активированного угля и ионообменной смолы позволяет собрать 75-82% урожая уже после первой волны грибов. Добавление к субстрату активированного угля, дает достоверно более низкий, чем в контроле выход плодовых тел вешенки соответственно 5,5 и 7,75 г сухой массы и самый высокий уровень деструкции субстрата. В этом варианте после сбора двух волн, доля остаточного субстрата составила 37,8%, тогда как в контроле величина данного показателя была на уровне 68,2%. 
      Возможное объяснение наблюдаемого результата состоит в том, что активированный уголь является своего рода депо для сахаров, которые образуются в процессе гидролиза полисахаридов экзоферментами (целлюлазой и ксилоназами). Сток сахаров в депо понижает их равновесную концентрацию в среде и заставляет гриб перераспределять потребляемые продукты гидролиза на биосинтез дополнительного количества экзоферментов, а не биомассы мицелия. 

      Таким образом, эксперименты с использованием осмозащитных добавок показали, что внесение связанной воды, ионообменной смолы (катионита) практически не влияет на урожай вешенки собранный за две волны плодоношения. Добавление активированного угля в присутствии защитной микрофлоры дает двухкратное увеличение степени конверсии субстрата при одновременном снижении урожая грибов в среднем на 2,25 г на 100 г субстрата в пересчете на сухие массы. В стерильных условиях проращивания субстрата внесение активированного угля увеличивает выход плодовых тел в среднем на 0,8 г на 100 г субстрата при конверсии пшеничной соломы на 38,4%. 

      Известно, что внесение в среду дополнительного количества ароматических соединение и/или органического азота ускоряет процессы зарастания мицелием субстрата и повышает выход плодовых тел с единицы его массы (Zadrazil, 1980; Sarikaya, Ladisch, 1999). В эксперименте определялось совместное влияние добавок белка и гидролизного лигнина (источника ароматических веществ) на показатели конверсии пшеничной соломы грибом Pleurotus ostreatus после двух волн плодоношения. Внесение инокулята и проращивание субстрата проводили в асептических условиях. 

      Результаты экспериментов показали, что наибольшее влияние на выход плодовых тел вешенки оказывает внесение в субстрат органического азота, который добавляли в виде желатины. Так, при 6% содержании желатины урожай грибов по сравнению с контрольным вариантом увеличивался на 41%. Гидролизный лигнин, внесенный в субстрат в количестве 1-2%, дал небольшой 5–7% прирост урожая грибов. Увеличение доли лигнина до 5% привело к значительному (на 37%) падению выхода плодовых тел вешенки по сравнению с вариантом без добавок. 
      Снижение урожая грибов в этом варианте, можно объяснить повышенным уровнем кислотности водных вытяжек (рН = 3,5) образцов лигнина. Возможно также, по этой причине одновременное использование добавок желатины и гидролизного лигнина не позволило выявить положительного взаимодействия этих факторов на показатели грибной конверсии пшеничной соломы. 
Выводы.
      1. Показано, что повышение доли пшеничного зерна в субстрате до 27,5% увеличивает выход плодовых тел гриба Pleurotus florida на 20%. Дальнейшее возрастание доли зерна в субстрате приводит к снижению урожая грибов, по-видимому, за счет ухудшения газообмена культуры. 
      2. Выявлено, что использование осмозащитных добавок связанной воды, и ионообменной смолы в присутствии защитной микрофлоры практически не влияет на выход плодовых тел гриба Pleurotus ostreatus при сборе двух волн урожая. Добавление активированного угля снижает выход грибов на 29% в аналогичных условиях, но одновременно почти вдвое увеличивает степень конверсии субстрата. 
      3. Найдено, что добавление 6% органического азота в виде желатины увеличивает выход плодовых тел Pleurotus ostreatus на 41%, внесение гидролизного лигнина в количестве 1-2% дает небольшой (5–7%) прирост урожая этого гриба, а в случае 5% добавки лигнина выход гриба снижается на одну треть. 
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