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WPLYW DODATKU SUROWCOW POCHODZENIA NATURALNEGO
NA WYDAJNOSC BIOSYNTEZY KWASU CYTRYNOWEGO
METODA HODOWLI W PODLOZU STALYM

Streszczenie

W pracy badano wptyw dodatku naturalnych surowcéw pochodzenia ro$linnego na biosynteze kwasu
cytrynowego, prowadzong metoda hodowli w podlozu statym z uzyciem plesni Aspergillus niger. W tym
celu do gléwnego surowca, wystodkéw buraczanych, dodawano rézne ilosci tapioki, skrobi kukurydzia-
nej, otrgb pszennych i zytnich, wycierki ziemniaczanej oraz melasy buraczanej i trzcinowej. Wydajnosé
kwasu cytrynowego wahata sig, w zaleznoéci od stosowanego surowca, od 68 g/kg s.s., w przypadku otragb
pszennych do 160 g/kg s.s., przy zastosowaniu wycierki ziemniaczanej oraz do ponad 200 g/kg s.s., w
przypadku dodania tapioki lub melasy trzcinowe;.

Stowa kluczowe: fermentacja na podtozu statym, kwas cytrynowy, tapioka, melasa, skrobia kukurydzia-
na, otrgby pszenne, wycierka ziemniaczana.

Wprowadzenie

Kwas cytrynowy mozna otrzymywac nie tylko na drodze fermentacji wglgbnej
czy powierzchniowej pozywek ptynnych, ale tez metoda hodowli w podtozu statym.
Swiadcza o tym wyniki licznych prac badawczych oraz zastosowanie tej metody w
skali przemystowej w Japonii i Tajlandii [14].

Zaleta metody hodowli w podtozu staltym jest mozliwo$¢ wykorzystania, jako
glownych komponentéw podloza, tanich produktéw ubocznych, a nawet odpadowych
przetworstwa rolno-spozywczego oraz to, ze stosowany surowiec skrobiowy lub celu-
lozowy nie musi by¢ hydrolizowany przed fermentacja, gdyz szczepy Aspergillus ni-
ger przy wzroScie w takich podtozach tworza odpowiednie enzymy hydrolityczne [4].
Uwaza sig, ze surowce stosowane w procesach hodowli w podlozu statym powinny
spelnia¢ nastgpujace warunki [10]:
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1) zawiera¢ odpowiednig ilo$¢ przyswajalnego wegla,

2) charakteryzowa¢ si¢ sktadem chemicznym dostarczajacym niezbgdnych substancji
odzywczych,

3) substancje odzywcze z podioza powinny by¢ tatwo dostgpne dla drobnoustrojow,

4) wykazywaé wysoka, maksymalna moc utrzymywania wody, pozwalajaca na
rozpuszczenie sktadnikéw odzywczych,

5) zapewnia¢ mozliwie duza powierzchnig do wzrostu drobnoustrojow,

6) zapewniac strukturg podloza umozliwiajaca swobodng cyrkulacje powietrza.

Liczba surowcow, spelniajacych wymienione powyzej warunki jest ograniczona.

Wigkszo$¢ z nich mozna podzieli¢ na trzy grupy, tzn. surowce zawierajace [10]:
1) skrobie,

2) celulozg i lignoceluloze,

3) cukry rozpuszczalne.

Do stosowanych surowcow skrobiowych naleza ziarna zbdz, otreby zbozowe, ziem-
niaki i produkty odpadowe przemystu ziemniaczanego, stodkie ziemniaki, maniok [6,
12].

Surowce lignocelulozowe obejmuja wytloki trzciny cukrowej, stome zbozowa,
wyslodki buraka cukrowego, trociny i widry drzewne [7, 8, 11]. Niektore z nich sa
dostgpne w duzych ilosciach, np. stoma zbozowa i materiaty drzewne.

Stale substraty zawierajace znaczne ilosci cukréw rozpuszczalnych to: odpady
owocow — jablek, winogron, ananasow, skorki kiwi, jak tez stodkie sorgo, straki chle-
ba §wigtojanskiego {1, 5, 13].

Inng grupg stanowia podioza, w ktdrych staty material, taki jak wytloki trzciny
cukrowej lub wystodki buraczane nasgcza si¢ roztworem cukrow rozpuszczalnych [1,
3,71

Zrédlem wegla, podstawowego pierwiastka niezbednego do budowy biomasy
1 metabolizmu komorki, sa w wyslodkach buraczanych zwiazki wielkoczasteczkowe
(celuloza, hemicelulozy, pektyny), wymagajace wczesniejszej hydrolizy. Hydroliza
Jjest wigc czynnikiem limitujacym szybko$¢ przyswajania cukréw, stad w pracy podjg-
to badania, ktérych celem bylo okreslenie wptywu uzupelniania podtoza w inne zrodla
wegla, pochodzace z surowcéw skrobiowych oraz cukrowych, na biosyntezg kwasu
cytrynowego, prowadzong metoda hodowli w podtozu statym.

Material i metody badan

Drobnoustrdj i sposéb prowadzenia hodowli

W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger S pochodzacy z kolekcji czys-
tych kultur Katedry Biotechnologii Zywnos$ci Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu.
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Podtozem hodowlanym byty wystodki buraczane peletowane (Cukrownia Pust-
kow), ktore rozdrabniano do wielkosci czastek 6-7 mm. Celem wzbogacenia podtoza,
do wyslodkow dodawano zmielong tapiokg (Indie), wycierkg ziemniaczang (Namy-
stow), melase buraczang (Cukrownia Racibérz), melasg trzcinows (Indie, Egipt, Mau-
ritius), skrobig kukurydziang (Belgia), otreby pszenne i zytnie (Mtyn Maria, Wroctaw).

Hodowle drobnoustrojow prowadzono metoda statyczna oraz dynamiczng. W
metodzie statycznej — w zlewkach o pojemnosci 1000 cm’ umieszczano po 50 g
podloza, ktore nastgpnie zwilzano do 55% wilgotnoSci. Po sterylizacji podloze
szczepiono, dodajac do 100 g podtoza lem® zawiesiny, tj. 2+6-10" zarodnikow. Proby
inkubowano w temperaturze 30°C. Raz na dobg proby intensywnie wstrzasano w celu
wymieszania podloza.

Hodowle dynamiczna prowadzono w bgbnowym bioreaktorze obrotowym o po-
jemnosci 4,5 litra. 500 g podioza zwilzano do 55% wilgotnosci, a po sterylizacji
szczepiono, dodajac 20 cm’ inokulum. Podloze bylo mieszane przez 1 min co godzing,
poprzez ruch obrotowy zbiornika fermentora.

Metody analityczne

Kwasowos$¢ og6lna, jako kwas cytrynowy jednowodny, oznaczano metoda mia-
reczkowania potencjometrycznego i, ze wzgledu na rézna wilgotno$¢ préb, wyrazano
w przeliczeniu na suchg substancje podtoza. Kwas cytrynowy oznaczano spektrofoto-
metrycznie metoda Mariera i Bouleta [9]. Zawartos¢ cukréw redukujacych oznaczano
metoda Lane-Eynona w modyfikacji Ziobrowskiego [2].

Wydajno$¢ procesu fermentacji obliczano w stosunku do suchej substancji podto-
za, korzystajac z rOwnania:

¥ = P-100 ’

1000
gdzie:
Y — wydajnos¢ fermentacji w stosunku do suchej substancji podtoza [%],
P —ilo$¢ kwasu cytrynowego jednowodnego w suchej substancji podtoza [g/kg s.s].
W przypadku, gdy podloze wzbogacano melasa lub przez dodanie surowcow skrobio-
wych, wydajno$¢ fermentacji obliczano dodatkowo w stosunku do poczatkowej zawar-
tosci cukrow redukujacych lub skrobi, obecnych w podtozu, zgodnie z réwnaniem:

Yp/s= 5100 >
S
gdzie:
Yris — wydajno$¢ fermentacji w stosunku do poczatkowej zawartoSci cukrow
redukujacych lub skrobi [%],

S - poczatkowa zawarto$¢ cukréw redukujacych lub skrobi [g/kg s.s.].
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Produktywno$¢ fermentacji obliczano wedlug rownania:

_P
7
gdzie:
O — produktywno$¢ fermentacji [g /kg s.s.-h],
T — czas fermentacji [h].

Statystyczne opracowanie wynikow

W badaniach optymalizacyjnych, doSwiadczenia prowadzono w trzech powtorze-
niach. W przypadku wystapienia duzej wariancji liczbg powtdrzen zwigkszano do pig-
ciu, a nawet sze$ciu. Wyniki poszczegédlnych oznaczen, po odrzuceniu wartosci skraj-
nych, przedstawiono w postaci $redniej arytmetyczne;.

Wiyniki i ich oméwienie
Wplyw dodatku otrqb pszennych i zZytnich

Otrgby pszenne i zytnie dodawano do wystodkéw buraczanych w takiej iloSci,
aby stanowity one 20 lub 50% podtoza. Dodatek otrab powodowat obnizanie wydajno-
sci kwasu cytrynowego w przeliczeniu na sucha substancje podtoza w stosunku do
proby bez otrab (tab. 1), osiagajac najnizsza wartos¢ (5,8%) w probie przygotowane;j

Tabela |
Wplyw dodatku otrab pszennych i Zytnich na biosynteze kwasu cytrynowego.
Effect of wheat and rye bran additives on citric acid biosynthesis.
Dodatek otrab Maksymal,n,a Kwas Wydajnos¢ w N
. kwasowo$é stosunku do | Produktywno$¢
Rodzaj [%] . cytrynowy .
ogélna suchej [g/kg s.s.- h]
otrab Per cent [g/kg s.s.] . ..
[g/kg s.s.] e substancji %] | Productivity
Type of bran | amount of bran . Citric acid .
added Total acidity (ke ds] Yield to d.s. g/kg d.s.'h]
[g/ke d.s.) gred [%)
Bez otrab
Without bran 0 135 94,5 9,5 1,31
Otrgby pszenne 20 97 67,9 6,8 0,94
Wheat bran 50 85 59,5 6,0 1,24
Otreby Zytnie 20 106 74,2 7.4 1,03
Rye bran 50 106 74,2 74 1,55
Otrgby pszenne
Wheat bran 25
Otreby Zytnie 83 58,1 5,8 1,21
Rye bran 25
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przez dodanie do podioza 50% zmieszanych w réwnych ilo$ciach otrab pszennych i
zytnich. Obecnos$¢ otrab w podiozu, zwlaszcza w wiekszych ilosciach, powodowala
pogorszenie jego parametrow fizycznych, gdyz otrgby po sterylizacji $ci$le wiazaly
podloze zmniejszajac wolne przestrzenie migdzy czastkami surowcow.

Wpbw dodatku skrobi kukurydzianej

Skrobia kukurydziana dodawana do podloza stanowita od 5 do 25% podloza.
Zwigkszeniu udzialu skrobi towarzyszyl stopniowy wzrost wydajnoSci kwasu cytry-
nowego (rys. 1). Wzrost dodatku skrobi z 5 do 25% spowodowat blisko dwukrotny
wzrost wydajnosci w stosunku do suchej substancji podtoza, odpowiednio z 11,2 do
20,6% i wzrost produktywnosei z 1,56 do 2,86 g/kg s.s.'h oraz rOwnoczesny prawie
trzykrotny spadek wydajnosci kwasu cytrynowego w stosunku do skrobi: z 224 do
82%.
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Rys. 1. Wplyw dodatku skrobi kukurydzianej na wydajnos¢ kwasu cytrynowego.
Fig. 1.  Effect of corn starch additive on citric acid biosynthesis.

Wplyw dodatku tapioki

Udziat tapioki w podtozu zmieniano w zakresie od 20 do 80%. Zwigkszajgcemu
sig¢ udziatowi tapioki towarzyszyly niekorzystne zmiany w strukturze podloza, ktore po
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sterylizacji, na skutek kleikowania skrobi, bylo lepkie i tworzyto duze aglomeraty.
Wieksza ilo$¢ tapioki (o zawartosci 80,3% skrobi) w podtozu powodowata tez wydtu-
zanie czasu trwania fermentac;ji.

Najwyzsza wydajnos$¢ kwasu, liczong w stosunku do suchej substancji podtoza,
uzyskano w probie, w ktorej tapioka stanowila 60% (rys. 2). Najwyzsza wydajnosc
kwasu w stosunku do skrobi (96,3%) uzyskano w podtozu z 20% dodatkiem tapioki.
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Rys. 2. Wplyw dodatku tapioki na wydajnos$c kwasu cytrynowego.
Fig. 2.  Effect of tapioca additives on citric acid biosynthesis.

Wplyw dodatku wycierki ziemniaczanej

Wycierkg ziemniaczana mokra, o wilgotno$ci 70%, poddawano suszeniu otrzymu-
jac produkt o bardzo zréznicowanej wielkosci czastek: od 4-13 mm. Taka wycierke, bez
rozdrabniania 1 odsiewania frakcji, stosowano jako dodatek do podioza lub tez, ze
wzgledu na jej korzystne wilasciwosci fizyczne, jako samodzielny substrat. Stopniowy
wzrost udzialu wycierki ziemniaczanej w podtozu z 20 do 100% (m/m) powodowat
wyrazny wzrost wydajnosci kwasu cytrynowego w stosunku do suchej substancji podto-
za odpowiednio z 10,1 do 16,3% oraz wzrost produktywnosci z 1,4 do 2,27 g/kg s.s.-h.
(rys. 3). Odmiennie natomiast ksztattowata si¢ wydajno$¢ kwasu cytrynowego w sto-
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sunku do skrobi, obecnej w stosowanej wycierce ziemniaczanej w ilosci okoto 40%.
Wzrost zawartosci wycierki w podtozu z 20 do 100% powodowal 3-krotny spadek wy-
dajnodci kwasu cytrynowego, liczonej w stosunku do poczatkowej zawarto$ci skrobi.
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Rys. 3. Wplyw dodatku wycierki ziemniaczanej na wydajnosé kwasu cytrynowego.
Fig. 3.  Effect of the additive of potato waste pulp on citric acid biosynthesis.

Wplyw dodatku melasy

W badaniach oceniano, jaki wptyw na wydajno$¢ fermentacji maja: rodzaj mela-
sy, ilo$¢ dodawanej melasy oraz wilgotnos$¢ podtoza, do ktérego melasg¢ dodawano. W
serii do$wiadczen, w ktorych porownywano wyniki biosyntezy z zastosowaniem roz-
nych melas stanowiacych 5 lub 10% podtoza, stosowano melasg buraczang oraz trzy
rodzaje melasy trzcinowej. W. przypadku stosowania melas: buraczanej, trzcinowej
indyjskiej 1 trzcinowej egipskiej brak byto znaczacych roznic w wydajnosci kwasu
cytrynowego (tab. 2).

Stosujac wymienione melasy uzyskano wydajnosci kwasu cytrynowego w sto-
sunku do suchej substancji podtoza od 10,3 do 11,1% (w stosunku do cukru od 138,7
do 150,0%), gdy melasa stanowita 5% podtoza i od 12,5 do 13,4% (w stosunku do
cukru od 117.,4 do 125,3%), gdy w podiozu byto 10% melasy. Najmniej przydatna
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okazala sie melasa z Mauritiusa. W przypadku zastosowania wszystkich testowanych
melas, wraz ze zwigkszeniem udziatu melasy w podtozu z 5 do 10% nastgpowalo wy-
dtuZenie czasu uzyskania maksymalnej kwasowosci ogolnej z trzech do czterech déb.

Tabela 2

Wptyw dodatku wybranych melas buraczanych i trzcinowych na biosyntezg kwasu cytrynowego.
Effect of some selected sugar beet and cane molasses additives on citric acid biosynthesis.

Dodatek Wydajnos¢ w Wydajnos¢ w
Kwas stosunku do o2
. melasy stosunku do ) Produktywnosé¢
Rodzaj melasy cytrynowy . cukrow reduk.
[%] suchej substan- [g/kg s.s.-h]
Type of [g/kg s.s.] Sro [%] ..
Per cent quan- . cji [%] ) Productivity
molasses . Citric acid . Yield to red.
tity of molasses [e/ke ds.] Yield to d.s. sugar [g/kg d.s.h]
added [%] (%]
Bez melasy

Without molasses 0 98,7 99 ) 1,37
Buraczana 5 102,9 10,3 138,7 1,43
Sugar beet 10 1253 12,5 1174 1,31
Trzcinowa/Cane 5 103,6 10,4 139,6 1,44
India 10 130,9 13,1 122,7 1,36
Trzcinowa/Cane 5 111,3 11,1 150,0 1,55
Egipt 10 133,7 13,4 125,3 1,39
Trzcinowa/Cane 5 82,6 8,3 1113 1,15
Mauritius 10 113,4 13 1063 1,18

Wptyw dodatku melasy do podtoza oceniano réwniez prowadzac biosynteze kwa-
su cytrynowego w bebnowym bioreaktorze obrotowym. Dodatek do podtoza 10%
melasy (tab. 3) zwigkszat wydajnos$¢ kwasu cytrynowego w stosunku do suchej sub-
stancji o okolo 20%, natomiast dodatek 20% melasy powodowat wzrost wydajnosci o
30%. Przy wzroscie udziatu melasy w podlozu z 10 do 20% nastgpowalo obnizenie
wydajnosci kwasu cytrynowego w stosunku do cukru o ponad 30%.

Sposrod stosowanych surowcow tylko dodatek otrab nie poprawiat wydajnosci
kwasu cytrynowego. Nizsza kwasowo$¢ mogla by¢ spowodowana ich niekorzystnymi
wlasciwosciami fizycznymi. Wplyw dodatku pozostalych surowcow skrobiowych na
produkcj¢ kwasu cytrynowego miat zroznicowany charakter. Skrobia kukurydziana i
tapioka byly dobrymi surowcami ze wzgledu na duza zawartos¢ skrobi, ale wielko$§¢
ich dodatku nalezato ograniczy¢ ze wzgledu na gorsze wlasciwosci fizyczne. Bardzo
dobrym substratem okazata si¢ natomiast wycierka ziemniaczana, ktéra moze stanowic¢
nie tylko dodatek do podtoza, ale samodzielny surowiec.
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Tabela 3

Wplyw dodatku melasy na biosyntezg kwasu cytrynowego w bgbnowym bioreaktorze obrotowym.
Effect of molasses additives on citric acid biosynthesis performed in a rotary drum bioreactor.

Kwasowos¢ ogolna L,
Dodatek Wydajno$é .,
[g/kg s.s] Wydajnos¢
melasy Total acidi Kwas w stosunku do K .
(%] otal acidity cytrynowy suchej w stosunku | Produktywno$¢
[g/kg d.s.] .. do cukru [g/kg s.s.-h]
Per cent pr [g/kg s.s.] substancji ..
. Doba fermentacji R [%] Productivity
quantity of Citric acid [%] .
As on the x-day of . Yield to sugar | [g/kg d.s.-h]
molasses fermentation [g/kg d.s.] Yield to d.s. (%]
added [%] >
2 3 4
0 90,5 | 181,0 | 197,0 137,9 13,8 - 1,44
10 83,0 1195,0256,0 179,2 17,9 167,9 1,87
20 112,0 | 241,5 | 292,0 2044 20,4 111 2,13

Wydajnosci kwasu cytrynowego, liczone w stosunku do surowcow, ktoérymi uzu-
pehiano podtoze podstawowe (skrobia, melasa), znacznie przekraczajace 100% $wiad-
cza o tym, ze do biosyntezy kwasu cytrynowego sa wykorzystywane nie tylko
dodawane Zrodta wegla (skrobia, cukier), ale rowniez zrodta wegla zawarte w wystod-
kach buraczanych (celuloza, hemicelulozy, pektyny) hydrolizowane w czasie hodowli.

Uzyskiwanie wysokich wydajnosci kwasu cytrynowego w stosunku do suchej
substancji podtoza na omawianych substratach skrobiowych mozna ttumaczy¢ tym, ze
szczep Aspergillus niger S jest stosowany do fermentacji ptynnych podlozy skrobio-
wych i charakteryzuje si¢ wysoka aktywno$cia enzymoéw amylolitycznych.

Stymulacja biosyntezy kwasu przez dodatek melasy jest rdwniez zrozumiata,
gdyz sacharoza, gtéwny skladnik melasy, jest cukrem latwo przyswajalnym przez
drobnoustroje. Zwigkszenie iloSci melasy w podlozu jest jednak ograniczone ze
wzgledu na pogarszanie sig parametréw fizycznych podloza w miare wzrostu udzialn
tego substratu. Wigksza lepko$§¢ podloza powoduje sklejanie si¢ czastek, jak tez przy-
wieranie ich do §cian fermentora. Zwigkszony udziat melasy w podiozu powoduje tez
wydluzanie czasu trwania fermentacji. Uwzgledniajac powyzsze uwagi wydaje sig
wigc, ze maksymalny dodatek melasy do podtoza powinien wynosi¢ 20-25%.

Whioski

1. Dodatek do wystodkéw buraczanych 20 lub 50% otrab pszennych lub Zytnich
powodowal obnizenie wydajnosci kwasu cytrynowego o okoto 20-30%.
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Skrobia kukurydziana w ilo$ci 5-25% powodowala prawie dwukrotny wzrost
wydajnosci kwasu w stosunku do suchej substancji podtoza (z 11,2 do 20,6%), ale
prawie trzykrotny spadek wydajno$ci w stosunku do dodanej skrobi (z 224 do
82%).

Podobne zaleznosci zaobserwowano w przypadku dodatku tapioki. Najwyzsza
wydajno$é kwasu w stosunku do suchej substancji podtoza uzyskano w prébie z
60% dodatkiem tapioki (23%), natomiast najwyzsza wydajno§¢ w stosunku do
skrobi w podtozu z 20% dodatkiem tapioki (96,3%). Pomimo tego, ze dodatek ta-
pioki zwigksza wydajnos¢ kwasu cytrynowego, niekorzystne zmiany, jakie powo-
duje ona w podtozu dyskwalifikuja ja jako surowiec w metodzie hodowli w pod-
fozu statym.

Wycierka ziemniaczana stanowi nie tylko dobry dodatek do wystodkéw, ale moze
tez stanowi¢ samodzielny surowiec (wydajno$¢ w stosunku do suchej substancji
16,3%).

Korzystne jest rowniez wzbogacanie wystodkow buraczanych przez dodatek me-
lasy buraczanej lub trzcinowej. Zwigkszenie udziatu melasy z 10 do 20%, w proé-
bach prowadzonych w bioreaktorze, powodowalo wzrost wydajnosci kwasu cy-
trynowego w stosunku do suchej substancji podtoza z 17,9 do 20,4%, ale obnize-
nie wydajnosci w stosunku do cukru ze 167,9 do 111,1%.
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THE EFFECT OF RAW MATERIALS ADDITION ON THE YIELD OF
CITRIC ACID BIOSYNTHESIS BY SOLID STATE FERMENTATION

Summary

A solid state fermentation method was developed for citric acid production from different substrates
by culturing Aspergillus niger S. A Sugar beet pulp was applied as the main substrate; it was enriched by
raw materials such as: tapioca, beet or cane molasses, corn starch, wheat bran, and potato waste pulp. The
yield of citric acid varied depending on the type of different substrates added; it ranged from 68 g/kg d.s.
for wheat bran added, to 160 g/kg d.s. as for potato waste pulp, and up to more than 200 g /kg d.s. as for
the addition of tapioca and cane molasses.

Key words: solid state fermentation, citric acid, tapioca, molasses, corn starch, wheat bran, potato waste
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