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PRODUKTY UBOCZNE Z PRZEROBU BURAKOW CUKROWYCH
JAKO SUBSTRATY DO BIOSYNTEZY KWASU CYTRYNOWEGO

Streszczenie

Zastosowanie metod hodowli wbhej i hodowli w podteach statych grzybow
strzzpkowych z gatunkuAspergillus nigerpozwolito na wykorzystanie produktéw
ubocznych powstagych w produkcji cukru biatego do biosyntezy kwagtrynowego.
llos¢ otrzymanego produktu przy zastosowaniu melasyczaraej wyniosta 110 g/dm,
a wystodkéw buraczanych 173 g/kg. Dodatek melasywgistodkoéw w ilgci 20%
pozwolit na dalszy wzrost ikei uzyskanego kwasu do 204 g/kg.

Stowa kluczowe:produkty uboczne, wystodki buraczane, melasa lzarex, biosyn-
teza, kwas cytrynowyAspergillus niger

Wprowadzenie

Kwas cytrynowy stosowany jest w produkeyiwnosci, napojow bezalkoholowych
i alkoholowych, w przemyye olejarskim, farmaceutycznym, metalurgicznym,
chemicznym, kosmetycznym, tekstylnym, tytoniowympitzyw sztucznych i in-
nych. W ostatnich latach obserwuje zwickszora dynamilke produkcji tego kwa-
su ze wzgldu na zastosowanie cytryniandéw w proszkach do prasirodkach
czystdci, jako zamiennikow uekliwych dla srodowiska fosforanow [Podgorski
2002]. Do produkcji kwasu cytrynowego najlepiej apdsic substraty o wysokim
wspotczynniku czystei chemicznej, w ktérych zawa#bd przyswajalnychzrodet
wegla jest zblkona do 100%. Definiowany, limitowany substratow&adkpodiaa
sprzyja blokadzie przemian cyklu kwasoéw trojkarbdésych na etapie syntezy
kwasu cytrynowego poprzez inaktywacgnzyméw odpowiedzialnych za jego
dalsze przemiany.

Stosowanie czystych surowcéw do produkcji kwasuayoyiwego jest jednak mato
ekonomiczne, dlatego ostatnio zwraca $wag na surowce te&sze, CESto pro-
dukty uboczne lub nawet odpadowe powstajw produkcji przemystowej. Na
uwag; zastugup micdzy innymi odpady powstgge w produkcji cukru [@siorek
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1999; lkram-ul-Hagq i in. 2002]. Szczegolnie interasa alternatyw dla drogiego
cukru biatego stanowi melasa i wystodki buraczahelasa mae by przerabiana
zaréwno metogl hodowli powierzchniowej (SF) jaki i metgdvgiebna (SmF).
Bardziej efektywna jest hodowla wtpina, jednake maze by ona stosowana wy-
tacznie do przerobu surowcéw ptynnych lub rozpuszozadi w wodzie. Zagospo-
darowanie odpadoéw statych, w tym wystodkéw buragzbnwymaga natomiast
wykorzystania hodowli drobnoustrojow w pogeh statych (ang. solid-state (SSF))
[Gasiorek 1999, Podgorski i in. 2004a; Podgorski 2@04b; Holker i in. 2004].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wynikidada nad zastosowaniem
produktéw odpadowych i ubocznych powstaich w produkcji cukru z burakéw
cukrowych i poréwnanie ich z wynikami uzyskanymzyrzastosowaniu znacznie
drozszego produktu kicowego przerobu burakow, jakim jest cukier biaty.

Materiaty i metody

W badaniach stosowano: - cukier biaty, - wystodkrdrzane o nagiujacym
sktadzie (%): woda 8-12, sucha substancja 88-92sKdd suchej substancji
wystodkow wchodzity: celuloza i hemicelulozy 34-3Bektyny 34-40, cukry
4-7, biatka 6,5-8,0, tluszcze 0,5-0,7, zeki mineralne 3,5-4,5; - meladuraczan
o skiladzie (%): sucha substancja 82,4, cukry og&@&r7, cukry redukage 0,7,
substancje niecukrowe 25,3, popiét 9,5, azot ogdlf8; Hodowle w podtzach
statych (SSF) prowadzono w poziomym reaktorze avgin Biosol
(AE Wroctaw), o pojemnéi catkowitej 7 dm. Hodowle wgtbne - prowadzono
w reaktorach zbiornikowych z mieszadtem (STR) MkFon Fermenter MF114
(New Brunswick Scientific Co. Inc., New Brunswickl]SA oraz Biomer 10 -
(AE Wroctaw), o pojemnii catkowitej odpowiednio 14 i 7 dinkwas cytrynowy
(CsHgO7H,0) oznaczano metadHPLC oraz metog miareczkow z zastosowa-
niem pirydyny i bezwodnika octowego. Aktywdgoendoglukanazosoznaczano
przy wyciu 1% roztworu karboksymetylocelulozy (Sigma) wO® M buforze
octanowym o pH 4,8 jako substratu CM-celulazy. Akigs¢ egzoglukanazosy
oznaczano przyayciu bibuty filtracyjnej Whatman nr 1 jako substratla FP-azy.

Wyniki badan i ich oméwienie

Optymalny skiad podi@m definiowanego dla biosyntezy kwasu cytrynowegt je
stosunkowo prosty i zawiera rozpuszczone w wodzidoghgowej (g/dm): cukier
biaty 150 — 200, NENO; 2,0, KHPO, 0,2, MgSQ-7H,0 0,2. Odczyrsrodowi-
ska 2,6 — 2,8. Zastosowanie tak zdefiniowanegwibovo podida do fermentaciji
kwasu cytrynowego metadwvgicbna pozwala na uzyskanie wysokiej wydajob
produktu {fs;9) na poziomie wiszym od 90% (tabela 1).
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Tabela 1. Podstawowe parametry hodowlii goglej Aspergillus niger w podto-
zach z cukrem biatym, melaburaczag i hodowli w podigach statych
na wystodkach buraczanych

Table 1. Basic parameters of submerged culturesAspergillus niger on
substrates with white sugar, beet molasses, arttvatibn in solid state
substrates of beet pulp

Metoda hodowli Metoda h.OdOW“
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Substrat - - %Lij;';r Melasa Melasa Wystodki | Wystodki
SzczepA.niger - - W78B | W78B| W78B S S
Wsp. czyst. podia| « % ~100 64 64 <4 <4
pH pocatkowe - - 2,7 6 6 5,4 55
pH koacowe - - 1.6 3,1 2,8 29 29
Cukier pocatk. S g/kg 150 126 129 45,0 180
Cukier kaacowy S o/kg <1 3 2 150 111
138 49,4 | 110 173 204
Kwascyynowy | P 1 0ka | G0 | @y | @n @2 | @Y
Biomasa X o/kg 11 13,9 14,5 28,7 25,6
Czas fermentacji t dni 6,2 9,0 6,8 6,0 6,0
Wydajnas¢ Yeis % 92 39 87 17 20
Produktywn@¢ Qp g/dnth | 092 | 023 0,68 1,44 2,13

W nawiasach podano odchylenie standardowe od pi@zenych w tabeli wartei srednich

Zamiana czystego substratu na meldmiraczaa spowodowata zmniejszenie
wydajnaci kwasu cytrynowego z okoto 90 do 39%, czylicegj niz o potowe.
Przyczyn, tego zjawiska byta destrukcja kontrolnych $eiavosci definiowanego
medium hodowlanego na skutek wprowadzenia z radlasaczan szeregu makro
i mikroelementéw, ktére sprzyjaly raczej wzrostdviomasy drobnoustrojow hi
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nadprodukcji kwasu cytrynowego. Istotne znaczeniksatalttowaniu riszej wy-
dajncci fermentacji miat take brak maliwosci obnizenia odczynu podia ze
wzgledu na znaczpbuforowaé stosowanego surowca.

W wyniku szeregu daviadczé stwierdzonoze skutecznym czynnikiem regudyj
cym intensywné& nadprodukcji kwasu cytrynowego w pogeh melasowych
moze by limitowanie dostpu tlenu petricego ro¢ substratu ograniczgjego
wzrost biomasy i blokadprzemian cyklu Krebsa na etapie dalszych przemian
cytryniand [Podgérski 2002]. Stwierdzonaze wysokie natlenianie podta

z melag buraczan obniza zaréwno aktywni@ kwasotworcz grzybni w fazie
akumulacji kwasu cytrynowego, jak i wydafdacatego procesu, przyczyniajsk,

w warunkach wysokiego pH, do intensyfikacji syntémyasu glukonowego, ktére-
go stzenie w podiau maze by zblizone do ildci kwasu cytrynowego. Parame-
trami kontrolnymi intensywrii natleniania hodowli, skutecznie regualcymi
efektywnad¢ fermentacji, mog by¢ parametry metabolicznéspergillus niger
mierzone w sposob aty w postaci objtosciowej szybkéci przyswajania tlenu
(QG,) i wydzielania dwutlenku wgla (QCO,), odzwierciedlajce aktywné¢ odde-
chowg hodowanego szczepu [Podgorski 2004].

W fazie akumulacji produktu (od 72 h) utrzymywarn@zenie tlenu rozpuszczone-
go na niskim poziomie, okoto 10% stanu nasyceniakarzystnie ograniczato
intensywnd¢ oddychaniaA. niger W efekcie, dua szybkeéc¢ asymilacji tlenu
(QO,) przy stosunkowo matej szybda@ wydzielania dwutlenku wgla (QCO,)
hamowata rozwoj biomasy i sprzyjata wzrostowi sadok biosyntezy kwasu cy-
trynowego. W rezultacie przeprowadzonych iadayskano wzrost stenia kwa-
su cytrynowego z okoto 50 do ponad 110 g/dtabela 1). Maksymalna produk-
tywnaosé fermentaciji ksztattowata sina poziomie 1,5 g/dfth, natomiast warté
srednia tego parametru dla catego procesu wyniogtay@ni/h. W wyniku fer-
mentacji uzyskano wydajié produktu ¥p;) na poziomie 90%, czyli ztddna do
wydajnaci otrzymywanych w podteach z cukrem biatym, przy niecozeeej pro-
duktywndaici procesu. Melasa, ze wedlu na swaj post&, mogta by przerabiana
metocdy hodowli wgkbnej, natomiast wystodki buraczane wymagaty zastasa
hodowli w podiaach statych. Gtéwnynizrodiem wegla i energii w wystodkach
buraczanych nie jest tatwo przyswajalna przez nafganizmy sacharoza, jak to
ma miejsce w przypadku stosowania cukru biategorhgbasy buraczanej, lecz
celuloza, hemicelulozy, pektyny i tluszcze, czylbstraty, ktorych utylizacja wy-
maga znacznie bardziej rozwgtégo aparatu enzymatycznego drobnoustrojéw.
W wyniku przeprowadzonych batlakazato si, ze szybkéc rozktadu celulozy do
cukréw prostych nie stanowi czynnika limigaggo efektywn& biosyntezy kwasu

1 W podiazach definiowanych rel substratéw ograniczajych normalny rozwop.niger petni azot
i fosfor.
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cytrynowego. Co wicej, zastosowanie hodowli w podéxh statych pozwolito na
uzyskanie znacznie viigzych ilgci produktu, nie tylko w stosunku do fermentacji
wgtebnej podtay melasowych, ale réwniew odniesieniu do podhy definiowa-
nych z cukrem biatym (tabela 1, rys. 1).
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tion of the CM-ase enzyme, FP-ase — concentrati¢tPedse

Rys. 1. Ksztaltowaniegsivybranych wartéci parametrow hodowli Aspergillus niger
w podi@ach statych na wystodkach buraczanych

Fig. 1. Selected parameter values of Aspergillgenicultivation on solid
substrates of beet pulp

Dalsz poprave efektywndci procesu biosyntezy uzyskano poprzez dodanie do
wystodkéw melasy w iléci 20%. llas¢ otrzymanego kwasu cytrynowego byla
w tym przypadku najwgsza i wyniosta 204 g/kg (tabela 1). Z analizy ddnya-

beli 1 wynika jednakze hodowla w podizach statych charakteryzuje: siizszymi
wartasciami otrzymywanych wydajrsoi w stosunku do hodowli webnej. Nie
jest to jednak cecha metody, a raczej efektiacy w rodzaju stosowanych substra-
tébw. Przyczyn nizszych wydajnéci uzyskiwanych z gyciem wystodkow jest
przede wszystkim gorsza przyswajaléigroduktéw hydrolizy polisacharydow
(gtownie celulozy), bdacych podstawowynirédtem wegla, w stosunku do tatwo
przyswajalnej przez piaie sacharozy zawartej w cukrze biatym i melasie.

107



Waldemar Podgdrski, Elzbieta Ggsiorek, Wtadystaw Lesniak

Hodowla mikroorganizmow w podiach statych stwarza szansa ekonomiczp
bioutylizacg szeregu innych odpadoéw przemystu rolnozgpaezego. Odpady te
mogtyby by zastosowane do bioprodukcji biatek, enzyméw, kweeéganicznych,
dodatkéw dazywnaosci, biopestycyddw, grzybdéw, barwnikow, gumy ksawoas,,
hormonow itd. [Soccol i Vandenberghe 2003; Podgarisk 2004].

Whioski

1. Zastosowanie melasy buraczanej i optymalizacjpiegrobu metogfermen-
tacji wgknej, polegajca na regulacji dogpu tlenu do komérek drobnoustro-
jow, pozwolita na otrzymaniegtenia kwasu cytrynowego w #oi 110 g/dn.

2. Wystodki buraczane przerabiane metdthdowli w podigach statych umo
liwiaja uzyskanie stzenia produktu w iléci 170 g/kd, a wiec na poziomie
znacznie przewsszapcym rezultaty uzyskane nie tylko na melasie aleniéiv
w odniesieniu do podiy definiowanych z cukrem biatym.

3. Najlepsze rezultaty fermentacji uzyskano wzboggcayystodki buraczane
w 20% dodatek melasy. Pozwolito to na wzrosgdimtrzymanego produktu
do 204 g/kg

4. Przeprowadzone badania wykazaty wyspkzydatné¢ produktow ubocznych
przerobu burakéw cukrowych (melasy buraczanej itedkdw) do produkcji
wysokowartdciowego metabolitu syntezy mikrobiologicznej, jakjest kwas
cytrynowy, stwarzajc szanse na ich wasmowsze ni dotychczas zastosowa-
nie (pasza dla zwiegz lub substrat do produkcji etanolu).
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USING BYPRODUCTS AND ORGANIC WASTES FROM SUGAR
BEET PROCESSING AS RAW MATERIALS
FOR BIOLOGICAL CITRIC ACID PRODUCTION

Summary

Using two methods of fermentation: submerged adidl state for cultivation of
Aspergillus nigerallowed utilizing byproducts originated in whitagar produc-
tion for citric acid biosynthesis. The amount obguct obtained from beet molas-
ses and sugar beet pulp amounted to 110 Y/dmd 173 g/ky respectively.
Enrichment of sugar beet pulp with 20% of molaseeseased citric acid concen-
tration up to 204 g/kg

Key words: byproducts, beet pulp, beet molasses, biosynthasis, acid, Asper-
gillus niger
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