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CHARAKTERYSTYKA POLCIAGLEJ BIOSYNTEZY
KWASU CYTRYNOWEGO Z GLICEROLU
PRZEZ DROZDZE

Anita Rywinska, Piotr Juszczyk, Artur Gryszkin,
Waldemar Rymowicz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Badano aktywno$¢ kwasotworcza oraz stan fizjologiczny szczepu Y. lipoly-
tica Wratislavia 1.31 podczas poélciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu odpa-
dowego. Proces rozpoczgto jako hodowlg fed-batch, a nastgpnie przeprowadzono 8 cykli
hodowlanych, rézniacych si¢ objgtoscia wymienianego podtoza. W pierwszych czterech
cyklach wymieniano okoto 30% (0,4 dm®), w kolejnych 40% (0,5 dm®) objetosci robo-
czej bioreaktora. Wymiana 0,4 dm® podloza umozliwiata otrzymanie do 175 g-dm™ kwasu
cytrynowego z wydajnoscia 0,66 gg'. Zwigkszenie wymienianej objetosci podioza
wplynelo na obnizenie steZenia kwasu cytrynowego do 120 g-dm™; wzrost stezenia bio-
masy, erytrytolu oraz wzrost udzialu w populacji komérek o objetosci powyzej 60 pm’.
Ocena stanu fizjologicznego drozdzy podczas dlugoterminowego procesu wykazata ich
dobra zywotnos$¢ oraz wysoka stabilno$¢ genetyczna i fenotypowa.

Stowa kluczowe: kwas cytrynowy, glicerol odpadowy, hodowla poltciagla, Yarrowia
lipolytica

WSTEP

Prace nad biosynteza kwasu cytrynowego przez drozdze Yarrowia lipolytica zostaly
zapoczatkowane w latach 60. XX wieku i sa kontynuowane do dzisiaj. Przedmiotem
intensywnych badan byly m.in. zagadnienia zwigzane z ocena dynamiki procesu synte-
zy tego kwasu w roznych systemach hodowlanych. Najwigcej informacji w literaturze
z tego zakresu mozna znalez¢ na temat procesoOw okresowych, w ktorych st¢zenie sub-
stratu wynosito od 10 do 15% [Anastassiadis i Rhem 2006, Arzumanov i in. 2000a,
Rymowicz i in. 2006, Rywinska i in. 2006, Rywinska i in. 2008, Wojtatowicz
i Rymowicz 1995]. Hodowle okresowe nie pozwalaja na maksymalne wykorzystanie
aparatury i mozliwo$ci komorek, z drugiej strony stanowia idealny system w badaniach
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4 A. Rywinska i in.

modelowych nad optymalizacja sktadu podtoza, parametréw technologicznych oraz
w badaniach skriningowych. Modyfikacje proceséw okresowych (okresowe zasilane,
fed-batch albo hodowle poiciagte, repeated fed-batch) [Kim iin. 2007, Kumar i in.
1991] umozliwiaja, poprzez przedhuzenie fazy efektywnej produkcji, uzyskanie wyz-
szych parametréw technologicznych procesu biosyntezy, szczegdlnie wydajnosci
i szybkosci produkcji. W hodowlach stacjonarnych powtorzeniowych nastgpuje kolejno
odtwarzanie fazy wzrostu i/lub tylko stanow stacjonarnych (hodowle z zawracaniem ko-
morek). Czegs¢ podloza zostaje odebrana z bioreaktora, a w to miejsce zostaje wprowa-
dzona $§wieza pozywka. Sktad wprowadzanego podloza powinien by¢ zbilansowany,
pozwalajacy nie tylko na odtworzenie biomasy, ale rowniez na utrzymanie dobrej zywot-
noSci i aktywnosci kwasotworczej komorek, co jest szczeg6lnie istotne w powtdrzenio-
wych hodowlach okresowych z zawracaniem komorek [Bubbico i in. 1996, Parente i in.
1995]. W tematycznym piS$miennictwie mozna znalez¢ nieliczne prace opisujace proces
poélciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego przez drozdze Y. lipolytica [Arzumanov 1 in.
2000a, 2000b, Anastassiadis i Rhem 2006, Rywinska i in. 2008, Wojtatowicz i Rymowicz
1995], w ktorych jako zrodto wegla wykorzystano etanol i1 glukoze.

W ostatnich latach szczegdlnym zainteresowaniem badaczy, jako zrodlem wegla
i energii w procesach biotechnologicznych, staja si¢ naturalne oleje roslinne [Aurich
iin. 2003, Kamzolova i in. 2005, 2008] oraz glicerol odpadowy pochodzacy z produkcji
biodiesla [Papanikolaou i Aggelis 2003, Papanikolaou i in. 2002, Rymowicz i in. 2006].
Poszukiwania nowych metod waloryzacji takich odnawialnych surowcéw odpadowych,
zwlaszcza glicerolu, w cenniejsze produkty chemiczne w procesach mikrobiologicznych
znajduje si¢ dopiero w fazie badan laboratoryjnych kilku osrodkéw naukowych [Papa-
nikolaou i Aggelis 2003, Chen i in. 2003, Lee i in. 2001, Ito i in. 2005]. Dlatego wyko-
rzystanie glicerolu jako zrédla wegla i energii do produkcji kwasu cytrynowego przez
drozdze Y. lipolytica jest szczegdlnie uzasadnionym kierunkiem badan.

Celem pracy jest ocena aktywnosci kwasotworczej oraz stanu fizjologicznego
szczepu Y. lipolytica Wratislavia 1.31 podczas poélciaglej biosyntezy kwasu cytrynowe-
go z odpadowego glicerolu.

MATERIAL I METODY

Mikroorganizmy. W badaniach wykorzystano szczep drozdzy Yarrowia lipolytica
Wratislavia 1.31 pochodzacy z kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczep ten jest mutantem octanowym
(oct’) o szorstkim fenotypie kolonii uzyskanym w wyniku mutagenizacji szczepu dzi-
kiego Y. lipolytica A-101 promieniami UV. Szczep przechowywano na skosach YM,
w temperaturze 4°C.

Podloza. Sktad podtozy hodowlanych przedstawiono w tabeli 1.

Surowiec. W badaniach stosowano glicerol odpadowy pochodzacy z produkcji es-
trow metylowych (biorafineria SG BODDINS GmbH, Niemcy) zawierajacy 850 g'dm™
glicerolu i 65 g:dm™ NaCl.

Warunki prowadzenia hodowli. Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasar-
ce rotacyjnej typu Elpan przy 160 rpm w 0,25 dm® kolbach stozkowych zawierajacych
0,025 dm’ podtoza inokulacyjnego przez 72 godz. w temperaturze 30°C. Do zaszcze-
pienia podtoza produkcyjnego w bioreaktorze uzywano 0,05 dm’ zawiesiny komoérek
namnozonych w hodowli inokulacyjnej. Proces biosyntezy kwasu cytrynowego prowa-
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dzono w 3,5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III (New Brunswick, USA), o objgtosci
roboczej 1,3 dm’, przy szybkosci przeplywu powietrza 0,2 vvm, szybkosci obrotowej
mieszadta 600 rpm, w temperaturze 30°C. W czasie procesu pH podtoza utrzymywano
automatycznie na poziomie 5,5 za pomoca 40% NaOH.

Bezposrednio po zaszczepieniu objetos¢ podioza produkcyjnego wynosita okoto
0,85 dm®. W czasie hodowli fed-batch podtoze produkcyjne zasilono dwukrotnie roztwo-
rem glicerolu odpadowego w 24 i 48 h, w ilosci po 0,22 dm’, tak aby stezenie catkowite
glicerolu wynosito 200 g'dm™ (przy objetoéci roboczej zbiornika 1,3 dm®). Po wyczerpa-
niu glicerolu z podtoza w hodowli fed-batch odbierano z bioreaktora odpowiednia ilos¢
zawiesiny komorkowej (0,4 lub 0,5 dm®) i uzupetiano analogiczna objetoécia $wiezego
podioza do objetosci 1,3 dm’, przy czym poczatkowe stezenie glicerolu wynosito kazdo-
razowo 100 g'dm™. Kazda wymiang objetosci podtoza przeprowadzano czterokrotnie.

Tabela 1. Stosowane podtoza hodowlane
Table 1. Culture media used

Nazwa i sktad podtoza Przeznaczenie
Medium name and composition Application
Agar YM: ckstrakt drozdzowy, 3 g; ekstrakt stodowy, 3 g; hodowla drozdzy,
pepton, 5 g; glukoza, 20 g; agar, 20 g; woda destylowana, 1 dm’ przechowywanie drozdzy
YM agar: yeast extract, 3 g; malt extract, 3 g; peptone, 5 g; yeast cultivation,
glucose, 20 g; agar, 20 g; distilled water, 1 dm’ yeast maintenance

Podloze inokulacyjne: glicerol, 50 g; NH,4Cl, 3 g; KH,POy, 0,5 g;
MgSO, x 7H,0, 1 g; yeast extract, 1 g; woda destylowana,
1 dm’

Inoculum medium: glycerol, 50 g; NH,Cl, 3 g; KH,PO,, 0.5 g;
MgSO, x 7H,0, 1 g; yeast extract, 1 g; distilled water, 1 dm®

Podloze produkcyjne I: glicerol, 200 g; NH,Cl, 3 g; KH,PO,,

hodowla inokulacyjna
seed cultures

0,2 g; MgSO, x 7H, O, 1g; ekstrakt drozdzowy, 1 g; woda wo- hodowla okresowa
dociagowa, 1 dm® zasilana
Production medium I: glycerol, 200 g; NH,Cl, 3 g; KH,PO,, fed-batch culture

0.2 g; MgSO,4 x 7H,0, 1 g; yeast extract, 1 g; tap water, 1 dm®

Podloze produkcyjne II: glicerol, 100 g; NH,Cl, 4 g; KH,PO,,
0,2 g; MgSO, x 7TH,0, 1 g; yeast extract, 1 g; woda wodociago-
wa, 1 dm® Production medium II: glycerol, 100 g; NH,Cl, 4 g;
KH,PO,, 0.2 g; MgSO, x 7H, O, 1g; eckstrakt drozdzowy, 1 g;
tap water, 1 dm’

hodowla potciagta
repeat-batch culture

Agar YNB - OCT: YNB (Difco), 6,7 g; octan sodu 10 g; agar kontrola czgstosci
20 g; woda destylowana, 1 dm’ rewertantow oct’
YNB acet-agar: YNB (Difco), 6.7 g; sodium acetate 10 g; agar acet’ revertant fre-
20 g; distilled water, 1 dm® quency control

Pomiar ogélnej liczby komérek, liczby komdérek paczkujacych i martwych.
W probach pobieranych w trakcie hodowli oznaczano ogdlng liczbg komorek, liczbg
komoérek paczkujacych (Np) i liczbe komoérek martwych (Npy), wedlug metodyki opi-
sanej przez Rywinska i in. (2008).

Ocena czestosci rewersji fenotypu oct™ i badanie stabilnosci fenotypu kolonii fil".
Stabilno$¢ mutacji oct™ i fil” oceniano metoda plytkowa odpowiednio na agarze YNB —
OCT i agarze YM wg procedury opisanej przez Rywinska i in. [2003].

Biotechnologia 8(3) 2009



6 A. Rywinska i in.

Pomiar objetosci komorek. W probach pobieranych w trakcie hodowli oznaczano
objetos¢ komorek za pomoca laserowego analizatora czastek Mastersizer 2000 firmy
Malvern. Komérki podzielono na 6 klas: 1 (0,1-20,0 um?®), II (20,1-40,0 pm’), III
(40,1-60,0 pm’), IV (60,1-80,0 pm?), V (80,1-100,0 pm’), VI (> 100,0 pm®).
Metody analityczne. Biomasg (X) oznaczano metodq wagowa. Kwas izocytrynowy
(ICA) oznaczano metoda enzymatyczna przy udziale dehydrogenazy cytrynianowej
[Goldberg i Ellis 1983].
Stgzenie kwasu cytrynowego (CA), glicerolu (GLY), erytrytolu (ER) i mannitolu
(MAN) oznaczano metodg HPLC na kolumnie Aminex HPX87H podtaczonej do detek-
torow UV (A = 210 nm) i RI w temperaturze pokojowej. Szybkos¢ przepltywu fazy cie-
klej (20 mM H,SO,) przez kolumne wynosita 0,6 cm’min™.
Spis uzytych symboli
qca = szybko$¢ wlasciwa produkcji kwasu cytrynowego — specific citric acid production
rate (g'g'h™)

Qca = szybkos¢ produkeji kwasu cytrynowego — volumetric citric acid production rate
(g'dm”h)

Y ca = wydajnosé catkowita kwasu cytrynowego — total yield of citric acid (g-g™).

WYNIKI I DYSKUSJA

Szczegodtowej analizie poddano przebieg procesu poélciaglej biosyntezy kwasu cy-
trynowego z glicerolu odpadowego przez szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia 1.31.
Proces rozpoczgto jak hodowle fed-batch, w ktdrej catkowite stezenie glicerolu wynosi-
to 200 g-dm™. Hodowle prowadzono przez 118 h do momentu wyczerpania glicerolu ze
srodowiska hodowlanego. Uzyskano stgzenie biomasy i kwasu cytrynowego na pozio-
mie, odpowiednio: 17,8 g:dm™ oraz 130 g'dm™ (tab. 2). Na tym etapie z bioreaktora
pobrano 0,4 dm® zawiesiny komérek i uzupelniono w sposob sterylny taka sama objeto-
Scia $wiezego podloza, ktorego sktad byt skomponowany tak, aby przy objgtosci robo-
czej bioreaktora 1,3 dm’ stezenie glicerolu wynosito 100 g-dm®. Proces prowadzono do
catkowitego wyczerpania substratu z podloza hodowlanego. Przeprowadzono cztery
wymiany po 0,4 dm’, a nastepnie cztery wymiany w analogiczny sposéb po 0,5 dm’.

Podczas wymiany 0,4 dm® czas kolejnych cykli hodowlanych wynosit od 72 do 90 h,
natomiast przy wymianie 0,5 dm® byt krétszy — od 71 do 78 h (tab. 2). Maksymalne
stezenie biomasy w pierwszych dwoch cyklach przy wymianie 0,4 dm’, wynosito okoto
16 g'dm™ w kolejnych dwoch bylo nizsze o wartosci 13-14 g'dm™. Natomiast z kazda
kolejna wymiana 0,5 dm’ podtoza hodowlanego stezenie biomasy wynosito okoto
15 g'dm™. Podczas czterech pierwszych cykli hodowlanych koncowe stezenie CA
zwiekszato si¢ od 142 do 174 g'dm™, w kolejnych cyklach utrzymywato si¢ na wyrow-
nanym poziomie, okoto 120 gdm™ (tab. 2).

Drozdze produkowaty kwas cytrynowy z rozna dynamika w zalezno$ci od iloSci
wymienianego podloza. Zaré6wno szybkos$¢ objgtosciowa (Qca), jak i szybkos¢ wiasci-
wa (qca) syntezy kwasu cytrynowego byly wyzsze podczas wymiany 0,4 dm® podtoza
niz podczas wymiany 0,5 dm’ (tab. 2). Podobnie ksztaltuje si¢ wydajno$é produkcji
kwasu cytrynowego. W czterech pierwszych cyklach wynosita od 0,41 do 0,66 g-g”,
natomiast podczas kolejnych cykli byta nizsza —od 0,31 do 0,46 g-g”. Malejace warto-
$ci tych parametrow $wiadczyty o obnizaniu si¢ dynamiki produkcji kwasu cytrynowe-
go w czasie trwania hodowli.

Acta Sci. Pol.
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8 A. Rywinska i in.

W tematycznym pismiennictwie praktycznie nie ma przyktadow potciaglych proce-
sow biosyntezy CA z udzialem drozdzy Y. lipolytica. W procesie opisanym przez
Arzumanov i in. [2000a, 2000b] — na etanolu przez szczep Y. lipolytica VKM Y2373
utrzymywatl wysoka aktywno$¢ kwasotworcza przez 700 h, a szybko$§¢ wiasciwa pro-
dukcji kwasu cytrynowego byta w zakresie od 0,104 do 0,138 gg'h™'. Wedtug Anastas-
siadis i Rhem [2006] w hodowli poétciaglej osmofilny szczep Candida oleophila ATCC
20177 produkowat z glukozy do 167 g'dm™ kwasu cytrynowego z szybkoscia 1,28
g'dm”h” i wydajnoscia 0,43 gg”. Jak podaja autorzy, proces ten byt stabilny przez
okoto 20 powtorzen (wymian). Dla poréwnania, szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia
1.31 w hodowli polciaglej produkowal maksymalnie 54,5 g-dm™ kwasu cytrynowego
z wydajnoscia 0,58 g'g”, ale proces byt stabilny tylko przez 4 kolejne wymiany (300 h)
[Rywinska i in. 2008].

W hodowlach okresowych powtdrzeniowych z zawracaniem biomasy uzyskiwano
maksymalne wartosci wydajnosci w zakresie od 0,69 do 0,93 g'g™, produktywnosci od
0,46 do 1,36 g'dm™h™ i szybkosci whasciwej produkcji kwasu cytrynowego od 0,032 do
0,095 g'g’*h™. Jednakze procesy te byly stabilne tylko przez okres czasu 4-10 dni
[Bubbico i in. 1996, Parente i in. 1995, Wojtatowicz i Rymowicz 1995].

Uzyty w niniejszej pracy szczep Y. lipolytica Wratislavia 1.31 produkowat niewielka
ilo$¢ kwasu izocytrynowego. Najwyzsze st¢zenie tego produktu ubocznego, podczas
kolejnych wymian hodowli polciaglej, wynosito 2,6 g-dm™>, co oznacza, ze czysto§é
procesu byta bardzo wysoka, a kwas izocytrynowy nie przekraczat 2,5% sumy wytwo-
rzonych kwasow cytrynowych. W zaleznosci od zastosowanego glicerolu (odpadowy
Iub czysty) i typu hodowli (okresowa wstrzasarkowa lub wglebna okresowa w bioreak-
torze) st¢zenie kwasu izocytrynowego w hodowlach z uzyciem mutantéw octanowych
wynosito od 0,3 do 5,8 g-dm™ [Rymowicz i in. 2005, 2006, Rywinska i in. 2009]. W ba-
daniach Levinson i in. [2007] sposrod 27 szczepow wyselekcjonowanych do procesu
produkcji kwasu cytrynowego z glicerolu tylko jeden produkowatl mniej niz 10% kwasu
izocytrynowego.

W omawianym w niniejszej pracy procesie, rownolegle z kwasem cytrynowym,
tworzone byty alkohole cukrowe takie jak erytrytol i mannitol. Koficowe st¢zenie man-
nitolu, az do VII wymiany bylo w przyblizeniu stale, okoto 4-5 g-dm™. Podobna iloé¢
mannitolu rownolegle z kwasem cytrynowym nagromadzat inny szczep, Y. lipolytica
IMK 2, podczas okresowej biosyntezy kwasu cytrynowego z glukozy [McKay i in.
1994]. Autorzy stwierdzili, ze produkcja mannitolu moze mie¢ zwiazek z wewngtrzng
regulacja pH. Natomiast, jak wskazuja wyniki zawarte w tabeli 2, ilo§¢ erytrytolu
znacznie si¢ zwiekszata podczas pierwszych czterech cykli, az do 32,5 g:dm™. Naj-
prawdopodobniej produkcja tak znacznych ilo$ci tego alkoholu cukrowego jest odpo-
wiedzia mikroorganizmu na wzrastajace ci$nienie osmotyczne [Kets i in. 1996].
W trakcie kolejnych wymian, kiedy st¢zenie kwasu cytrynowego bylo zdecydowanie
nizsze, stezenie erytrytolu obnizato si¢ od 30,6 do 18,9 g-dm™ .

Podczas trwania calego procesu odnotowano dobry stan fizjologiczny populacji
Y. lipolytica Wratislavia 1.31. Sredni udziat komérek paczkujacych w fazie stacjonarnej
kazdego cyklu hodowlanego wynosit od 6,9 do 11,3% (rys. 1). Biorac pod uwage fakt,
ze biomasa nie przyrastala w tej fazie hodowli, nasuwa si¢ przypuszczenie, iz zastoso-
wany substrat zawieral niewielka ilo§¢ przyswajalnych dla drozdzy sktadnikow. Nie-
zbedne do podtrzymania wzrostu i mnozenia si¢ komorek sktadniki moglty pochodzi¢
réwniez z autolizy komorek.

Acta Sci. Pol.
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OKomorki paczkujace — Budding cells, Np
B Komorki martwe — Dead cells, NBM
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Rys. 1. Procentowy udzial komoérek paczkujacych (Np) i martwych (Ngy) w kolejnych cyklach
poétciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu odpadowego przez Y. lipolytica
Wratislavia 1.31

Fig. 1. Percentage of budding (Np) and dead (Ngy,) cells during repeated-batch culture of Y. lipo-
Iytica Wratislavia 1.31 on glycerol media

Wybrany do badan szczep drozdzy charakteryzowat si¢ dobra zywotno$cia, co obra-
zuje rysunek 1. Komorki martwe, wybarwiajace si¢ bigkitem metylenowym (Ngy),
stanowity niewielka frakcj¢ populacji, od 1,1 do 2,3%. Inni autorzy stwierdzali obec-
no$¢ martwych komoérek juz po 50 h hodowli, a po 500 h zywotno$¢ drozdzy obnizata
si¢ nawet do 25% [Bubbico i in. 1996, Parente i in. 1995]. Przy uzyciu laserowego ana-
lizatora czastek analizie poddano zmiany wielko$ci komoérek podczas omawianego
procesu. Na podstawie uzyskanych wynikéw komorki podzielono na 6 klas objgtoscio-
wych (co 20 um®), a na rysunku 2 przedstawiono $redni udziat poszczegolnych klas
w kolejnych cyklach. W pierwszym cyklu hodowlanym ponad 60% komoérek zaliczono
do I 1 II klasy objgtosci, w kolejnych trzech cyklach udziat tych komorek obnizat sig
i wynosit okoto 50% catej populacji. Podczas wymiany 500 cm® (V=VIII cykl) obserwo-
wano zdecydowany wzrost udziatu wigkszych komorek, zwtaszcza tych o objgtosci wy-
noszacej od 40,1 do 60 pm®. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja wezesniej-
s7a tezg autordw tego opracowania [Rywifiska i in. 2004, 2008, Zarowska i in. 2004], ze
w okresach gdy proces biosyntezy kwasu cytrynowego jest stabilny, drozdze sa jednorod-
ne pod wzgledem wielkosci, a w populacji komodrek przewazaja te najmniejsze.

Jak obrazuje tabela 2, zawarto$¢ biatka w biomasie drozdzy byta wysoka i wynosita
od 26,9 do 36,4%. Wedlug innych autoréw zawarto$¢ bialka w komérkach drozdzy
wykorzystywanych w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego wynosita od 17 [Ana-
stassiadis 1 in. 2002] do 22,4% [Rymowicz i Rywinska 2003]. Wedlug Moresi i in.
[1994] jednym z wyrdznikdw intensywnej nadprodukcji kwasu cytrynowego przez
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drozdze jest obnizenie ilosci biatka w komoérce do okoto 17-24%, co znalazto potwier-
dzenie w wynikach uzyskanych w niniejszej pracy, gdzie nizsza zawarto$¢ biatka
w komorkach drozdzy stwierdzono w czterech pierwszych cyklach hodowlanych, kiedy
proces biosyntezy kwasu przebiegat z wigksza szybkoscia i wydajnoscia.

VIII | — -]
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VII | — ] ,
E \ [ \ 8an 10,1-40,0 um
VI | —— -
= g [ \ ‘ =—1 o 40,1-60,0 pm®
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Rys. 2. Udziat poszczegélnych klas komoérek szczepu Y. lipolytica Wratislavia 1.31 podczas
hodowli potciaglej

Fig. 2. Percentage of volumetric classes of Y. lipolytica Wratislavia 1.31 cells during repeated
batch-culture

Jak wiadomo, szczepy drozdzy uzyskane na drodze mutagenizacji sa bardziej nara-
zone na zmiany degeneracyjne w dlugoterminowych procesach ciaglych niz szczepy
dzikiego typu, dlatego monitorowanie ich cech genotypowych i fenotypowych jest
szczegblnie wazne w tego typu hodowlach. W procesie prowadzonym w niniejszej
pracy szczep Wratislavia 1.31 cechowal si¢ wysoka stabilno$cia zarowno cech morfolo-
gicznych, jak i mutacji oct’. Podczas poélciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z gluko-
zy, prowadzonej z udzialem tego samego szczepu, zalamaniu biosyntezy kwasu towa-
rzyszyto ujawnianie si¢ (w posiewach na agarze YM) segregantow tworzacych gladkie
kolonie [Rywinska i in. 2008], czego nie obserwowano w niniejszej pracy.

Mutacja oct” warunkuje czysto$¢ fermentacji cytrynowej, co jest szczegolnie wazne
w przypadku producentdow CA. Stabilno$¢ fenotypu oct” oceniano na koncu kazdego
etapu, we wszystkich cyklach hodowli byta ona wysoka (tab. 3). Czgstos¢ rewersji feno-
typu octanowego wynosila ponizej 5,3 x 107 osobnikéw, a wiec byla rzadsza niz cze-
sto$¢ mutacji spontanicznych (10— 10”) [Bednarski 1990].
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Tabela 3. Stabilno$¢ mutacji oct” w drozdzach Y. lipolytica Wratislavia 1.31
Table 3. Stability of the acu” mutation in Y. lipolytica Wratislavia 1.31

Cyk hodowli Czqi:toéé rewer'[ant(’)w+ oct’
Batch No. requency of3 acu

[c.fu.-cm’]

I <3,7x107

I <53x107

11 <49x107

v <38x107

\Y <52x107

VI <49x107
VII <45x107
VIII <39x107

PODSUMOWANIE

Badany proces potciagtej produkeji kwasu cytrynowego z glicerolu pozwolit na in-
tensyfikacje procesu i wzrost stezenia kwasu cytrynowego do 174 g-dm™, kiedy odbie-
rano 0,4 dm’ zawiesiny komérkowej i dodawano taka sama objeto$¢ §wiezej pozywki
zawierajace] glicerol i pierwiastki biogenne, takie jak N i P. Jednak w kolejnych cy-
klach hodowli, podczas wymiany 0,5 dm?®, produkcja kwasu cytrynowego utrzymywata
si¢ na zdecydowanie nizszym poziomie. W tym czasie w $srodowisku hodowlanym
obserwowano wzrost stezenie biomasy i zawartosci biatka w komoérkach, a populacja
drozdzy stawata si¢ bardzo niejednorodna pod wzgledem wielkosci komorek. Ponadto,
mutant octanowy Y. lipolytica Wratislavia 1.31 utrzymywat w trakcie dtugoterminowej
hodowli potciaglej (ponad 600 godzin) szorstki fenotyp kolonii oraz fenotyp oct'.
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CHARACTERISTIC OF CITRIC ACID BIOSYNTHESIS
FROM RAW GLYCEROL BY YEAST
IN REPEATED-BATCH FERMENTATION

Abstract. The objective of the current study was to determine growth and acid-forming
activities, morphology and physiology of Yarrowia lipolytica Wratislawia 1.31. The
process was started as a fed-batch cultivation after that repeated batch cultivation was car-
ried out in 4 batches for each volume of changing medium (0.4 and 0.5 dm®). When 0.4
dm’ of fresh medium was exchanged this strain produced 175 g - dm™ citric acid and the
citric acid yield was high 0.66 g-g”'. Increasing the volume of medium exchanged (to 0.5
dm’®) affected the lower concentration of citric acid to 120 g - dm™ but increase the con-
centration of biomass and erythritol was observed. Physiological state assessment of
yeasts used in the study showed their good viability and high genetic and phenotypic
stability.

Key words: citric acid, raw glycerol, repeated- batch culture, Yarrowia lipolytica

Accepted for print — Zaakceptowano do druku: 30.09.2009

Do cytowania — For citation: Rywinska A., Juszczyk P., Gryszkin A., Rymowicz W., 2009.
Charakterystyka polciaglej biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez drozdze. Acta Sci.
Pol. Biotechnol. 8(3), 3—14.

Biotechnologia 8(3) 2009






Y&UM Po £O
N

= e
3 ACTA = Acta Sci. Pol., Biotechnologia 8(3) 2009, 15-24

BIOREMEDIACJA Z UDZIALEM DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA: UNIERUCHOMIONE
W ALGINIANIE KOMORKI ORAZ ICH WPLYW
NA AUTOCHTONICZNA MIKROFLORE GLEBY
I KIELKOWANIE OWSA

Agnieszka Kowalczyk, Monika Michniewicz, Matgorzata Robak

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W pracy sprawdzano wpltyw warunkow atmosferycznych na trwatos$¢ gra-
nulek alginianowych zawierajacych unieruchomione komorki drozdzy Yarrowia lipolytica
podczas ich przetrzymywania w terenic przez pi¢¢ jesienno-zimowych miesigcy.
W warunkach laboratoryjnych badano wptyw dodatku drozdzy Y. lipolytica na kietkowa-
nie owsa 1 mikroflor¢ autochtoniczna gleby. Po okresie zimowego przechowywania gra-
nulki zawieraly zywe drozdze Y. lipolytica. Obecnos¢ granulek pozytywnie wplyngta na
autochtoniczna mikroflore, powodujac wzrost liczby mikroorganizmow. W testach labo-
ratoryjnych dodatek preparatu drozdzy (zawiesina lub granulki) spowodowat wzrost licz-
by mikroorganizméw gleby i poprawit kietkowanie owsa. Otrzymane wyniki zdecydowa-
nie zachgcaja do kontynuacji badan nad produkcja biopreparatow drozdzy Y. lipolytica
przeznaczonych do bezposredniego wprowadzania do gleby.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, bioremediacja gleby, stabilno$¢ granulek alginianowych

WSTEP

Wielu geologdéw uwaza, ze ropa naftowa postrzegana jako zanieczyszczenie $rodo-
wiska nie stanowi problemu. Jest biologicznego pochodzenia i naturalnie wystepuje
w gruncie. Niestety, juz niewielka jej il0$¢ na tyle zmienia smak wody, Ze nie jestesmy
w stanie wypi¢ nawet kilku jej tykow. Dlatego powierzchniowe zanieczyszczenia grun-
tow zwiazkami ropopochodnymi, mogacymi ostatecznie dyfundowaé¢ do uje¢ wody
pitnej, staja si¢ zagrozeniem dla srodowiska, podobnie jak obszary skazone, na ktérych
z racji stezenia tych substancji nie ma zycia. W Polsce wielu naukowcow zajeto si¢ juz
tym problemem, szukajac mikrobiologicznych preparatow efektywnie oczyszczajacych
skazony teren [Lisowska i Diugonski 2003, Mrozik i in. 2005, Wojcik i Tomaszewska
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2005]. Niemniej wigkszos¢ z tych preparatow zawierala bakterie. Natomiast do usuwa-
nia zanieczyszczen ropopochodnych zdolne sg takze drozdze z gatunku Yarrowia
lipolytica [Robak 2006]. Wchodza one rowniez w sktad preparatéw stosowanych w celu
wzbogacenia ryzosfery [Vassilev i in. 2001a, 2001b] i poprawy przyswajalnosci fosforu
[Takita i in. 1999].

Drozdze te w postaci wolnych i immobilizowanych w alginianie wapnia komorek
byty wykorzystane do biodegradacji zwiazkow ropopochodnych w glebie metoda in situ
w okolicy Bornego Sulinowa [Zogala i in. 2005]. Wprowadzenie biomasy drozdzy do
odwiertow doprowadzito do zaniku zanieczyszczenia (obserwowanego wczesniej jako
anomalia, okre$lona i umiejscowiona przez pomiary elektrooporowe oraz elektromagne-
tyczne) i jednocze$nie znacznie wzbogacito mikroflore glebe [Robak i in. 2007, Zogata
i in. 2008]. Obserwowany postgp oczyszczania gruntu metoda in situ jest wynikiem
dziatalnos$ci drozdzy, metabolizujacych szkodliwe substancje do komponentéw komor-
kowych i wydzielajacych metabolity sprzyjajace rozwojowi innych organizmow.
Obumierajace komorki drozdzy wzbogacaja dodatkowo gleb¢ w cenne sktadniki po-
karmowe. Obficie zaczyna rozwija¢ si¢ mikroflora, poprawia si¢ ukorzenienie i rozwoj
ro$lin. Przy analizie mikrobiologicznej gleby nalezy jednak pamigtac, ze ilo$¢ mikro-
organizmow w glebie jest zmienna w zaleznos$ci od por roku, temperatury, ilosci opa-
dow, a takze samej struktury gleby [Paul i Clark 2000]. Czgsto trudne jest iloSciowe
poréwnanie flory mikrobiologicznej z tego samego obszaru podlegajacego zmieniaja-
cym si¢ warunkom atmosferycznym. Mozliwa jest jedynie ocena przyrostu liczby
drobnoustrojow w odniesieniu do kontrolnej proby gleby pobranej w tym samym czasie
z przyleglego nie poddanego bioremediacji terenu.

Celem pracy bylo zbadanie wpltywu szczepionki drozdzowej na autochtoniczna
mikroflorg gleby przechowywanej w odizolowanych pojemnikach zakopanych na gle-
boko$¢ 0,6 metra na okres zimy oraz okreslenie dawki i postaci szczepionki Y. lipolytica
dajacej najlepsze wyniki w odniesieniu do kietkowania owsa. W pracy badano takze
wplyw postaci preparatu: wolnych komorek (zawiesina) i unieruchomionych w alginia-
nie wapnia (granulki) na zmiany liczebno$ci mikroflory gleby i kietkowanie owsa. Wy-
znaczono rowniez trwato$¢ preparatu immobilizowanych drozdzy poprzez pomiar sprg-
zystosci granulek poddanych dziataniu ré6znych czynnikow.

MATERIAL I METODY

Drozdze: do badan wykorzystano szczep drozdzy Y. lipolytica A-101 pochodzacy
z kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodni-
czego we Wroclawiu. Zapas kultury przechowywano na skosie YM w temperaturze
4°C.

Podloza: podloze inokulacyjne w 1 | zawierato: 2 g peptonu, 2 g ekstraktu droz-
dzowego oraz 40 g syropu glukozowego; podloze wzrostowe w 1 1 zawierato 1 g eks-
traktu drozdzowego, 70 g syropu glukozowego, 1 g MgSO, x 7 H,0O, 5 g NH,Cl oraz
0,5 g KH,PO,.

Hodowla: Biomasg uzyskano z hodowli prowadzonej w bioreaktorze AK 210
w temperaturze 28°C, przy statym pH 5,5 (dozowanie NaOH) i napowietrzaniu
1,2 Ixmin™, przez 48 godzin. Inokulum stanowito dziesie¢ procent objetosci hodowli.
Po 48-godzinnej hodowli otrzymano 5 | zawiesiny biomasy zawierajacej 6x10° komorek
drozdzy w 1 ml, a w przeliczeniu na sucha mase 10,8 gxI™.
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Immobilizacja komérek drozdzy: do 2000 ml 2,5% alginianu sodu dodawano 500 ml
zageszczonej biomasy (zawierajacej 3 x 10° kom x ml™), mieszano, a powstaty roztwor
wkraplano za pomoca wieloigtowej dyszy do 0,2-molowego roztworu chlorku wapnia.
Otrzymano 2,5 1 granulek. Ilo$¢ komoérek w 1 ml granulek wynosita 1,7 x 10°.

Gleba do oceny trwalosci granulek pochodzita z trzech miejsc: z Bornego Sulinowa,
Brzegu (gleba po rafinacji oleju rzepakowego) i Granicznej (gleba kontrolna). W celu
sprawdzenia wytrzymatosci powstatych w procesie immobilizacji drozdzy Y. lipolytica
granulek oraz zywotnosci wolnych komorek, po wymieszaniu preparatow drozdzy
z trzema rodzajami gleby (w proporcjach podanych w tab. 1), zakopano je w specjal-
nych zamknigtych pojemniczkach na glebokosci okoto 0,6 m i przechowywano przez
okres pigciu miesigcy: od 31 pazdziernika do 25 marca. Koncowa objetos¢ kazdej proby
wynosita 100 ml. Proby wykonano w trzech powtdrzeniach. W ponizszej tabeli (tab. 1)
przedstawiono zawarto$¢ gleby oraz szczepionki w poszczegdlnych wariantach ekspe-
rymentu. Probki gleby po wykopaniu z terenu poddano analizie makroskopowej, senso-
rycznej, mikrobiologicznej oraz zbadano twardo$¢ granulek.

Tabela 1. Ilos¢ gleby, granulek oraz ptynnej biomasy drozdzy (zawiesiny) w zastosowanych
wariantach eksperymentu
Table 1. Quantity of soil, beads and yeasts biomass (suspension) in performed variants of expe-

riments
. . Objetos¢ — Volume [ml]
MleJSSC.e pobrania gleby Gleba:Zawiesina Gleba:Granulki Gleba kontrolna
oil provenence . 5 . .
Soil:Suspension Soil:Beads Control soil
Borne Sulinowo 50:50 50:50 100
75:25
Brzeg 50:50 50:50 100
75:25
Graniczna 50:50 50:50 100
75:25

Analiza mikrobiologiczna: oznaczenie ogodlnej liczby drobnoustrojéw wykonano
metoda PCA (plate count agar) na agarze odzywczym. Do oceny ogélnej liczby drozdzy
i plesni uzyto podtoza agarowego z oksytetracyklina (0,1 gxI'). W celu sprawdzenia
obecnosci drozdzy Y. lipolytica podobne makroskopowo kolonie przesiewano na podto-
ze MMT z dodatkiem 1% heksadekanu [Robak 2002] i podtoze do oceny produkcji
kwasow o pH 6,8 zawierajace w 1 1 150 g glukozy; 1,0 g MgSOy4; 1,5 g NH,Cl; 0,2 g
KH,PO,4, 1 ml roztworu pierwiastkow sladowych, 300 pg tiaminy, 22 pg czerwieni
bromofenolowej oraz 25 g agaru. W przypadku wzrostu drozdzy na podlozu z heksade-
kanem oraz zmiany zabarwienia podtoza z czerwienia bromofenolowa z czerwonego na
761ty — produkcja kwaséw organicznych — mozna przypuszczaé o obecnosci drozdzy
Y. lipolytica. W celu sprawdzenia aktywnosci drozdzy unieruchomionych w granulkach
posiano je na wyzej wymienione podtoza: do produkcji kwasu cytrynowego oraz do
wzrostu na heksadekanie.

Analiza twardo$ci granulek: twardo$¢ granulek kontrolnych ($wiezych), przecho-
wywanych w lodéwce, poddanych dzialaniu: temperatury, srodkow czystosci oraz wy-
kopanych z ziemi zbadano za pomoca aparatu INSTRON 5544.

Biotechnologia 8(3) 2009
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Ocena kielkowania owsa: szalki Petriego napetniono gleba w ilosci 80 g na ptytke,
a nastgpnie dodano 0,2 lub 2 ml zawiesiny drozdzy, albo 0,8; 8 g granulek zawieraja-
cych drozdze. Po wymieszaniu, na powierzchni gleby na kazda ptytke, wytozono po 10
ziarniakow owsa. Kazda proba zostata wykonana w czterech powtorzeniach. Hodowle
prowadzono w temperaturze pokojowej, przez okres 24 dni. Podloze znajdujace sig
w plytce podlewano 25 ml wody destylowanej 2 razy dziennie. Po zakonczeniu rekul-
tywacji gleby ziarno zostato zebrane i okre§lono procent ziarna, ktore wykietkowato,
zmierzono dlugos$¢ korzonkow, hypokotylu i listkdw poszczegdlnych roslin.

WYNIKI I DYSKUSJA

W pracy sprawdzano wytrzymatosci granulek powstatych w procesie immobilizacji
drozdzy Y. lipolytica na czynniki $rodowiska. W pierwszej kolejnosci badano wptyw
niskiej temperatury na zywotno$¢ unieruchomionych drozdzy podczas ich przetrzymy-
wania w glebie przez okres jesienno-zimowy (~5 miesigcy). W celu zachowania warun-
kow naturalnych pojemniczki z gleba i szczepionka zakopano w ziemi na glebokos$ci
okoto 60 cm. Po okresie przechowywania wykonano poréwnawcza analiz¢ mikrobiolo-
giczna (rys. 1 i 2). Uzyskane wyniki wskazuja na pozytywny wptyw dodanych drozdzy
na mikroflorg¢ zamknigtej w pojemnikach gleby. Pomimo ze ilo§¢ mikroorganizmow
byta zdecydowanie mniejsza niz w analizach wczeéniejszych (jesiennych), wida¢ wzrost
liczby mikroorganizméw w probkach z dodatkiem granulek. Kolejnym dowodem na
dziatalno$¢ Y. lipolytica mimo mrozu bylo wykazanie obecnosci zywych drozdzy wyko-
rzystujacych heksadekan oraz powodujacych zakwaszenie podioza hodowlanego
w granulkach alginianowych. Granulki te stwierdzono we wszystkich probach, ale byly
stosunkowo mato wytrzymate na zgniecenie (tab. 2). W naturalnych warunkach, po
dwuletnim okresie pobytu w glebie granulki ulegaja rozktadowi (dane nie publikowa-
ne), podobnie jak ulegaja rozpadowi pod wpltywem s$rodkow czystosci (tab. 3) i nie
nadaja si¢ do stosowania w przypadku $ciekow neutralizowanych NaOH.

Obok pozytywnego wptywu dodatku drozdzy Y. lipolytica na autochtoniczng mikro-
flor¢ wykazano, ze ich obecnos¢ w glebie (zarowno w postaci zawiesiny, jak i granulek
alginianowych) stymulowata proces kietkowania ziarna oraz rozwoj kietkow (tab. 4).
Drozdze powodowaty wzrost dtugosci korzonkéw, hypokotylu i listkow roslin w po-
réwnaniu z roslinami uzyskanymi w probie kontrolnej. Udzial wykietkowanego ziarna
w ich obecnosci — rowniez byt wigkszy niz w probie kontrolnej. W probach z dodatkiem
zawiesiny drozdzy najlepsze wyniki uzyskano przy objgtosci 2 ml zawiesiny, gdzie
ziarno wykietkowato w 67,5%, a $rednie dtugosci korzeni, hypokotylu i listkéw wyno-
sity odpowiednio: 4,16, 2,78 i 4,62 cm. Nieco mniejszy procent skietkowanego ziarna
uzyskano w probach z dodatkiem 0,8 g granulek: 62,5%. Za to $rednie dtugosci korzeni,
hypokotylu oraz listkow byly najwigksze ze wszystkich prob, bo wynosity odpowied-
nio: 6,44, 3,151 6,00 cm. W probie kontrolnej wykietkowato 47% ziarniakow, a $rednie
dlugosci korzeni, hypokotylu oraz listkow liczyly odpowiednio 2,32, 1,66 i 2,8 cm.
Zatem dodatek unieruchomionych drozdzy ponad dwukrotnie poprawit mierzone para-
metry kietkowania owsa.
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Rys. 1. Ogoélna liczba bakterii w probkach gleby przechowywanych przez 3 miesiace zimy
Fig. 1. Total number of bacteria in soil samples maintained during 3 winter months
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Rys. 2. Ogolna liczb drozdzy i plesni w probkach gleby przechowywanych przez 3 miesiace zimy
Fig. 2. Total number of yeast and molds in soil samples maintained during 3 winter months
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Tabela 2. Warto$¢ sity [N] potrzebnej do zgniecenia granulek alginianowych oraz ocena wizualna

granulek
Table 2. Value of force [N] needed to crack alginate beads and beads visual appreciation
Srednica
Rodzaj granulek gr‘anulek Sita ngecenlf ¥ Ocena wizualna
Type of beads Diameter Crack force Visual appreciation
of beads [N]
[mm]
IMMOBILIZACJA I
IMMOBILISATION I
Swiezo otrzymane 20 463 sprezyste, przezroczyste, kuliste,
Freshly obtained ’ ’ wszystkie granulki pekty
45 3.92 clastic, transparent, round, all beads
cracked
Po 133 dniach w glebie 1,7 Pomiar niemozliwy | suche, drobne, splaszczone, bez
After 133 days in soil Immossible sprezystosci, migkkie, barwa ziemi,
to measure zadne nie pgkaja, wszystkie sa miaz-
dzone
dry, small, flat, without previous
elasticity, soft, soil colored, all did
not cracked but were deformed to
flat form
Po 7 dniach w $ciekach sprezyste, mato przezroczyste, kuli-
After 7 days in waste- ste, wszystkie granulki pekty
2,0 1,59 .
water treatment clastic, nontransparent, round, all
beads crack
IMMOBILIZACJA 11
IMMOBILISATION I
Swiezo otrzymane 15 517 sprezyste, przezroczyste, kuliste,
Freshly obtained ’ ’ wszystkie granulki pekty
5.0 6.92 elastic, transparent, round, all beads
crack
Po 13 dniach w glebie mniej sprezyste niz $wieze, barwa
After 13 days In soil ziemi, kuliste, nie wszystkie pegkaja,
35 6.59 niektore ulegaja zmiazdzeniu
’ ’ less elastic, non all cracked, soil
colored, some were deformed to flat
form
Po 30 dniach w glebie barwa ziemi, czgsciowo sptaszczone,
After 30 days in soil nie wszystkie pegkaja, niektore ulega-
ja zmiazdzeniu
3.3 11,40 soil colored, some flat, non all
cracked, some were deformed to flat
form

* Srednia sita [N] z 10 pomiaréw
Means force [N] of 10 measures
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Tabela 3. Wptyw $rodkow czystosci na trwatosé granulek. Wartos$¢ sity [N] potrzebna do zgnie-
cenia granulek
Table 3. Effect of detergents on beads form. Value of force [N] needed to crack the beads

Srednica Sita .
Rodzaj granulek grﬁanulek zghiccenma Uwagi
Type of algina te beads Diameter Cracl: Notes
of beads force
[mm] [N]
Woda — kontrola 1,5 4,63 Ksztatt kulisty po 7 dniach
Water — control 5,0 6,56 Round form after 7 days
Proszek do prania ,,Dosia” 1,5 — Catkowicie uptynnione po 24 h
Washing powder ,,Dosia” 5,0 — Totally liquefied after 24 hours
15 B Calkowicie uplynnione po 48 h
Plyn do mycia naczyf , Ludwik” Totally 'hqueﬁeq gfter 48 hours
Liquid dishes cleaner ,,Ludwik” Uptynnione czgsciowo po 48 h
” 5,0 - Partially liquefied after 48
hours
Plyn do mycia naczyn 1,5 — Uptynnione czgsciowo po 48 h
,,Pur extra” 50 B Partially liquefied after 48
Liquid dishes cleaner ,,Pur extra” > hours
Srodek czyszczaco-dezynfekujacy 1,5 — Uplynnione catkowicie po 48h
,Domestos” Liquid cleaner- Partially liquefied after 48
iy » 5,0 -
-disinfector ,,Domestos hours

* Srednia sita [N] z 10 pomiaréw
Means force [N] of 10 measures

Wszystkie wymienione czynniki sa kolejnymi dowodami na wielokierunkowa moz-
liwo§¢ wykorzystania drozdzy Y. lipolytica. Szczegoélnie, ze jest to gatunek niepatoge-
niczny dla czlowieka [Yoshida i Hashimoto 1986]. Moze by¢ zatem wykorzystany nie
tylko w bioremediacji gleby zanieczyszczonej ropa, ale takze w oczyszczaniu Srodowi-
ska z pestycydow [Przado i in. 2004], poprawiajac ukorzenianie i rozwo6j roslin [Vassi-
lev i in. 2001a, 2001b]. Mozliwe jest rowniez jednoczesne stosowanie preparatow droz-
dzy oraz wysiewu ro$lin charakteryzujacych si¢ zdolnoéciami do fitoremediacji [Kon-
dzielski i Buczkowski 1999].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki zdecydowanie zachgcaja do
dalszej kontynuacji badan nad bioremediacja gleby ze zwiazkow ropopochodnych przy
uzyciu drozdzy Y. lipolytica. W szczegolnosci nad produkcja biopreparatow drozdzy
tego gatunku przeznaczonych do bezposredniego wprowadzania do gleby.

WNIOSKI

1. Dodatek preparatu drozdzy (wolne lub unieruchomione komorki, wpltywa na
wzrost liczby mikroorganizmow gleby i poprawia rozwdj roslin.

2. Preparat immobilizowanych drozdzy wykazuje pozytywne dziatanie po 5-mie-
sigcznym jesienno-zimowym okresie przechowywania w glebie na glgbokosci 0,6 m
i zawiera zywe komorki.

3. Uzyskane granulki ulegaja uptynnieniu w obecnosci srodkow czystosci.

Biotechnologia 8(3) 2009
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Podzigkowanie. Autorzy dzigkuja dr hab. Agnieszce Kicie z Katedry Technologii
Rolnej i Przechowalnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu za pomoc przy
pomiarze sprezystosci granulek alginianowych.
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YARROWIA LIPOLYTICA IN BIOREMEDIATION:

CELLS ENTRAPPED IN ALGINATE AND THEIR INFLUENCE
ON AUTOCHTHONIC MICROFLORA

AND OATS GERMINATION

Abstract. In this work the influence of atmospheric conditions on stability of alginate
beads containing immobilized Yarrowia lipolytica yeast cells after their storage in field
during five months of autumn-winter was measured. In laboratory, the influence of soil
supplementation by yeasts on oats germination and autochthonic soil microflora was analyzed.

Autumn-winter storaged beads contained living Y. lipolytica yeasts. Beads presence had
a positive effect on autochthonic microflora, causing increase of microbial cells number.
In laboratory tests, supplementation of soil by yeasts preparation (suspension or beads)
caused amelioration of oats germination and increase in autochthonic microbial cells
number. Obtained results clearly encourage to continue the study on formulation of
Y. lipolytica yeasts bioproduct, designated to direct soil application.

Key words: Yarrowia lipolytica, soil bioremediation, alginate beads stability
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FERMENTACJA ETANOLOWA POLACZONA

Z. JEDNOCZESNA HYDROLIZA SKROBI
KUKURYDZIANEJ 1 ZAWRACANIEM

FRAKCJI CIEKLEJ WYWARU W WARUNKACH
GORZELNI ROLNICZEJ"

Daria Szymanowska, Wtodzimierz Grajek

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Streszczenie. Przeprowadzono badania nad procesem jednoczesnej hydrolizy i fermenta-
cji (SSF), w ktorym do hydrolizy skrobi zastosowano preparat Stargen 001. Proces byt
prowadzony w gorzelni rolniczej w skali przemystowej. Do przygotowania zacierow wy-
korzystano frakcje¢ ciekla wywaru, ktéra zawracano wraz z kondensatami pary. Na pod-
stawie przeprowadzonych badan wykazano, ze stosujac 25% zacier, uzyskano koncowe
stgzenie etanolu na poziomie 8-10% w/v. Powaznym problemem byto zakazenie zacie-
réw kukurydzianych bakteriami mlekowymi. Stgzenie kwasu mlekowego w odfermento-
wanym zacierze dochodzito do 3,8% w/v. Proces SFF potaczony z recyrkulacja frakcji
statej wywaréw umozliwit catkowita redukcje zuzycia wody technologicznej i w pelni
bezéciekowa produkcj¢ etanolu. Dzigki hydrolizie skrobi natywnej w trakcie fermentacji
ograniczono znacznie zuzycie energii na cele produkcyjne.

Stowa Kkluczowe: etanol, fermentacja, jednoczesne scukrzanie i fermentacja, wywar,
recyrkulacja, Saccharomyces cerevisiae, skrobia natywna, kukurydza, hydroliza, Stargen 001

WSTEP

Wzrost cen ropy naftowej i potrzeba uniezaleznienia si¢ od tego surowca oraz wy-
mogi ochrony $rodowiska wzbudzaja rosnace zainteresowanie produkcja bioetanolu
stosowanego jako dodatek do benzyny [Kowalczyk 2003, Michalski 2005]. Od dawna
prowadzone sa prace zwiazane z produkcja biopaliw drugiej generacji, lecz nie przyno-

* Praca naukowa zostala sfinansowana ze érodkéw na nauke w latach 2007-2010 jako projekt
badawczy rozwojowy nr 0619/P01/2007/02.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Wodzimierz Grajek, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 48, 60-627
Poznan, e-mail: grajek@up.poznan.pl
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sza one oczekiwanych efektow. Wynika to z braku efektywnych preparatow enzy-
matycznych, trudnej i kosztownej technologii przygotowania surowcoéw lignino-
-celulozowych do hydrolizy i braku odpowiednich mikroorganizméw zdolnych do
konwersji jednoczes$nie heksoz i pentoz do etanolu. Aktualnie nadal rozwijane sa tech-
nologie oparte na produkcji bioetanolu z surowcéw skrobiowych i sacharozowych
[Wheals i in. 1999], a ostatni kryzys gospodarczy wykazal, ze konkurencja migdzy
wykorzystaniem skrobi na cele zywno$ciowe i paliwowe jest znacznie wyolbrzymiona.
W tej sytuacji celowe wydaja si¢ dalsze starania o rozwdj technologii pierwszej genera-
cji biopaliw, cho¢ bez watpienia przysztos¢ nalezy do surowcoOw celulozowych [Hame-
linck i in. 2005, Wheals i in. 1999].

W wielu krajach podstawowym surowcem do wydajnej produkcji bioetanolu jest
kukurydza [Kowalczyk 2003, Michalski 2005]. Dzigki wysokiej zawartosci skrobi i jej
duzej podatnosci na hydrolize enzymatyczna jest wyjatkowo atrakcyjnym substratem do
fermentacji etanolowe;j.

Tradycyjna technologia produkcji etanolu obejmuje rozdrabnianie surowca, uptyn-
nianie i1 kleikowanie skrobi oraz jej scukrzanie, a nastgpnie fermentacj¢ etanolowg
i destylacjg. Szczegolnie kosztownym zabiegiem jest obrobka hydrotermiczna, wyma-
gajaca ogrzania zawiesiny zmielonego surowca do temperatury powyzej 90°C. Ponadto
poszczegolne etapy procesu produkcyjnego sa prowadzone w oddzielnych naczyniach,
co podnosi koszty inwestycji i koszty operacyjne. Technologia ta pociaga za soba row-
niez zuzycie duzej ilosci wody 1 generuje wysoko obciazone $cieki.

Duzym postgpem bylo wprowadzenie do praktyki technologii jednoczesnej hydroli-
zy enzymatycznej skrobi i fermentacji etanolowej (ang. Simultaneous Saccharification
and Fermentation; SSF), co skrocito czas calego procesu i zredukowato liczbg zbiorni-
kéw produkeyjnych. Prawdziwa rewolucje¢ przynosi jednak wprowadzenie na rynek
enzymow amylolitycznych zdolnych do bezposredniej hydrolizy ziaren skrobi (skrobi
natywnej). Pozwala to na pominigcie etapu kleikowania i uptynniania skrobi. Prepara-
tem tego typu jest STARGEN 001 produkowany przez amerykanska firm¢ Genencor
[Kumar 2008, Mitchinson 2008]. Dzigki zastosowaniu tego preparatu jest mozliwe
jednoczesne scukrzanie skrobi i fermentacja etanolowa, przy czym procesy te moga by¢
realizowane w jednym reaktorze [Kadar i in. 2004, Shigechi i in. 2004]. W efekcie
uzyskuje si¢ skrocenie czasu produkcji etanolu i redukcje naktadéw energetycznych
[Ktosowski i Czuprynski 2006, van der Veen i in. 2006, Verma i in. 2000]. Technologia
SSF pozwala dodatkowo na stosowanie wigkszych stezen substratu, gdyz stosowanie
natywnej skrobi i natychmiastowe odfermentowanie cukrow prostych istotnie ostabia
stres osmotyczny, na ktory narazone sa mikroorganizmy. Pociaga to za soba prace ba-
dawcze zmierzajace do uzyskania wytrzymatych ras drozdzy gorzelniczych przystoso-
wanych do trudnych warunkéw $rodowiskowych [Verma i in. 2000, D’ Amore 1987,
Hounsa 1998]. Dobrze poznana pod tym katem jest rasa Ethanol Red oferowana przez
francuska firme Lesaffre oraz polskie rasy D2 i AS4 [Ktosowski i Czuprynski 2006].

Kolejnym krokiem w redukcji kosztow produkcji bioetanolu jest zawracanie cieklej
frakcji wywaru i1 kondensatow pary z destylacji do przygotowania kolejnych porcji
zacieru [Larsson i in. 1997, Montesinos i Navarro 2000]. Najczgsciej w praktyce prze-
mystowej wywar stosowany jest do przygotowania zawiesiny z maczki zbozowej, co
niweluje koszty utylizacji odpadu poprodukcyjnego oraz wptywa na oszczgdno$¢ wody
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[Kim i in. 1997]. Nowoczesna technologia, obok wysokiej wydajnosci produktu, cechu-
je si¢ niewielkim obciazeniem dla srodowiska, ze wzgledu na wspomniane juz nizsze
naktady energetyczne oraz potencjalng bezodpadowos¢.

Opisana technologia scukrzania natywnej skrobi nie jest jednak wolna od wad.
Niska temperatura procesu, wynikajaca z koniecznos$ci stosowania kompromisu migdzy
temperatura dziatania enzyméw amylolitycznych i temperatura wzrostu drozdzy, wyno-
szaca zwykle ok. 35°C sprzyja rozwojowi zakazen mikrobiologicznych, w szczegdlnosci
bakterii kwasu mlekowego 1 octowego. W tradycyjnej technologii bakterie te sa elimino-
wane w czasie obrobki termicznej skrobi. Metabolity wtorne tych drobnoustrojéow znacz-
nie obnizaja pH hodowli, co uniemozliwia normalne dzialanie enzymoéw amylolitycznych,
i sa toksyczne dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz bakterii Zymomonas mobilis
[Czarnecki i Grajek 1991, Narendranath i Power 2004, Skinner i Leathers 2004]. Na dzien
dzisiejszy jedynym rozwiazaniem tego problemu jest stosowanie antybiotykdw.

Polskie gorzelnictwo rolnicze stosuje tradycyjne metody produkcji etanolu i wigk-
szo$§¢ wymienionych innowacji nie znalazta dotad uznania. Niniejsza praca stanowi
probe poréwnania przebiegu procesu fermentacji etanolowej prowadzonej w skali
przemystowej metoda jednoczesnego scukrzania i fermentacji (SSF) przy wykorzysta-
niu skrobi natywnej (ziarnistej), nie poddawanej procesowi gotowania oraz skrobi
skleikowanej i uptynnionej tradycyjna metoda termiczna, przy czym w wypadku stoso-
wania skrobi nie obrobionej (natywnej) proces rozbudowano dodatkowo o wielokrotne
zawracanie frakcji ciektej wywaru.

MATERIAL I METODY

Surowiec. Materialem wykorzystanym do eksperymentu w gorzelni rolniczej byto
ziarno kukurydzy zakupione w gospodarstwie rolnym w Swadzimiu k. Poznania. Zboze
zostato zmielone w mtynie w gorzelni na sitach o $rednicy 1 mm. Ziarno byto zanie-
czyszczone resztkami gleby i piasku.

Mikroorganizmy. Eksperymenty prowadzono, wykorzystujac komercyjny szczep
drozdzy gorzelniczych Ethanol Red, nalezacy do gatunku Saccharomyces cerevisiae,
produkowany przez francuska firme¢ Lesaffre. Drozdze te otrzymano od producenta
w postaci liofilizowanej i przechowywano je w szczelnie zamykanym, szklanym po-
jemniku, w chtodni o temperaturze 4°C.

Enzymy. Do hydrolizy skrobi natywnej stosowano komercyjnie dostgpny preparat
enzymatyczny STARGEN 001. Jako enzym wspomagajacy proces hydrolizy dodawano
takze kwasna proteazg GC 106 z Aspergillus niger. W wypadku technologii tradycyjnej
zastosowano nastgpujace enzymy: scukrzajacy — Spenzyme Fred L® i uptynniajacy —
Fermenzyme®.

Do oznaczen skrobi w surowcu i zacierach wykorzystano dwa preparaty enzyma-
tyczne: uptynniajacy Spezyme Ethyl, zawierajacy termostabilng o-amylazg (E.C.
3.2.1.1) pochodzaca z genetycznie modyfikowanego szczepu Geobacillus stearother-
mophilus, oraz scukrzajacy Fermenzyme L-400, zawierajacy glukoamylazg (E.C.
3.2.1.3). Wszystkie enzymy pochodzity z firmy Genencor International.

Warunki prowadzenia procesu fermentacji

Do$wiadczenie zostalo przeprowadzone w gorzelni rolniczej o typowym wyposaze-
niu technicznym obejmujacym miyn miotkowy potaczony z wago-zbiornikiem, kadz
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zacierng z mieszadtem pojemnos¢ 4000 1, jet-cooker do uptynniania skrobi, kadzie fer-
mentacyjne o pojemnosci 8000 1 i aparat destylacyjny. Eksperymenty zostaly przepro-
wadzone w trzech seriach. Pierwsza z nich byla fermentacja metoda SSF ,.na zimno”,
bez dodatku antybiotyku, druga — fermentacja metoda SSF ,,na zimno” z dodatkiem
penicyliny, a trzecia — fermentacja traktowana jako punkt odniesienia dla technologii
,-na zimno”, byta przeprowadzona metoda SSF z obrobka skrobi ,,na goraco” z uzyciem
jet-cookera. W obu wariantach fermentacji przeprowadzonej metoda SSF ,,na zimno”
recyrkulowano frakcje ciekta wywaru. W tym celu wywar po oddestylowaniu etanolu
byl wirowany na wiréwce dekantujacej typu WD 350 (Spomasz Wronki) przy 3.000
obr./min z oddzieleniem czgs$ci stalych, a uzyskana frakcjg ciekta ponownie wykorzy-
stano do przygotowania kolejnej porcji swiezego zacieru kukurydzianego. W niniejszej
pracy wykonano po trzy fermentacje z dwoma zawrotami frakcji cieklej wywaru.

Technologia SSF ,,na goraco”

Przygotowano 8.000 1 25% zacieru kukurydzianego przez zawieszenie maczki kuku-
rydzianej w wodzie, nastepnie dodano 500 ml enzymu uphynniajacego Spenzyme Fred L*.
W nastgpnej kolejnosci zacier przepompowano do jet-cookera w celu skleikowania
natywne]j skrobi. Proces kleikowania skrobi trwatl okoto 1,5 godz. w temp. 100°C. Po
tym etapie zacier z powrotem przepompowano do kadzi zaciernej, gdzie byt chtodzony
do temperatury 35°C. Po wychlodzeniu ustalono pH zacieru réwne 4,0, nastgpnie doda-
no 1200 ml enzymu scukrzajacego Fermenzyme” oraz 4 kg drozdzy Ethanol Red. Fer-
mentacja byla prowadzona przez 72 godz. bez mieszania. W jej trakcie pobierano proby
do analiz chemicznych i mikrobiologicznych.

Technologia SSF ,,na zimno”

Przygotowano 8.000 1 ok. 25% zacieru kukurydzianego przez zawieszenie maczki
kukurydzianej w wodzie, ustawiano pH na 5,0 za pomoca kwasu siarkowego, ogrzano
zawiesing do temp. 35°C i wprowadzono do kadzi fermentacyjnej. W celu zapewnienia
ciagltego mieszania zacieru kadz wyposazono dodatkowo w zestaw pomp $rubowych
cyrkulacyjnych. Do kadzi dodano preparat amylolityczny STARGEN 001 w ilosci 2,02
ml kg s.s, kwasna proteaze GC 106 w ilosci 30 pl kg™ s.s oraz drozdze Saccharomyces
cerevisiae rasy Ethanol Red — 0,5 g/l zacieru. Proces prowadzono metoda jednoczesnej
hydrolizy skrobi i fermentacji etanolowej, utrzymujac temperatur¢ 35°C. Jeden z wa-
riantow fermentacji, ze wzgledu na zakazenie bakteriami, uwzglednial dodatek do za-
cieru penicyliny w ilosci 150 mg/l, w celu ochrony przed zakazeniem bakteryjnym.
Fermentacja byla prowadzona 72 godz. bez regulacji pH. W trakcie fermentacji pobie-
rano proby do analiz chemicznych i mikrobiologicznych.

METODY ANALITYCZNE

Oznaczanie etanolu, cukrow i kwas6w organicznych. Stezenie etanolu, cukrow
prostych i dwucukrow, a takze kwasow organicznych w zacierze oznaczano na chroma-
tografie cieczcowym MERCK HITACHI (zestaw: automatyczny podajnik préb Merck
Hitachi L-7250, pompa Merck Hitachi L-7100) z detektorem refraktometrycznym RI
(Merck Hitachi L-7490). Do oznaczen uzyto kolumny Aminex HPX87H 300x7,8 mm
(Bio-Rad). Jako eluent stosowano 0,005 M kwas siarkowy przy przeptywie 0,6 ml min™.
Oznaczenia prowadzono w temperaturze 30°C. Proby nanoszono na kolumng w ilosci
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30 ul. Identyfikacji ilosciowej i jakosciowej dokonano metoda standardu zewngtrznego
z wykorzystaniem powierzchni pikow (pomiar i integracja komputerowa). Proby anali-
zowano po odwirowaniu czgsci statych, 10-krotnym rozcienczeniu i przesaczeniu su-
pernatantu przez saczki o $rednicy poréw 0,22 um (Millex-GS Millipore).

Pomiar ci$nienia osmotycznego wykonano przy uzyciu osmometru firmy Marcel
(Warszawa, Polska).

Oznaczanie liczebnosci drozdzy. Liczebnos$¢ drozdzy w inokulacie i zacierze od-
fermentowanym oznaczano metoda bezposrednia, pod mikroskopem §wietlnym z zasto-
sowaniem komory Thoma. Zywotno§¢ drozdzy w inokulacie i zacierze odfermentowa-
nym oznaczano pod mikroskopem $wietlnym, przy 40-krotnym powigkszeniu, z uzy-
ciem 0,01% roztworu bigkitu metylenowego. Dokonywano zliczen komorek martwych
(niebieskich) i zywych (nie wybarwionych) z 30 matych kwadratow komory i obliczano
procentowa zywotnos$¢ jako stosunek liczby nie wybarwionych komoérek do wszystkich
zliczonych komorek.

Oznaczenie zawartoS$ci skrobi. Zawartos$¢ skrobi w maczce kukurydzianej i w za-
cierach oznaczano metoda enzymatyczna wg Holma i wsp. [1986]. Metoda polega na
enzymatycznym rozktadzie skrobi do cukréw redukujacych i oznaczeniu zawarto$ci
cukrow redukujacych w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym. Nawazke (ok. 0,5 g
w przypadku maki, ok. 1 g w przypadku zacieru odfermentowanego) umieszczano
w kolbie Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml, dodawano 50 ml wody destylowanej
i wytrzasano przez 10 min w celu rozpuszczenia cukréow redukujacych obecnych
w probee. Nastgpnie dodawano 400 pl termostabilnej a-amylazy (Spezyme Ethyl)
i umieszczano kolbke we wrzacej tazni wodnej na 15 min w celu uptynnienia skrobi. Po
tym czasie chtodzono zawarto$¢ kolby do temp. ok. 60°C, dodawano 2,5 ml 4 M buforu
octanowego o pH 4.5 oraz 400 ul glukoamylazy (Fermenzyme L-400) i umieszczano
kolbg w tazni wodnej o temp. 60°C na 30 min, w celu scukrzenia. Nastgpnie zawarto§¢
kolby przenoszono ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml i dopetniano
woda destylowana, otrzymujac bazowe 100-krotne rozcienczenie. Uzyskany roztwor
saczono przez saczki bibulowe; klarowny przesacz poddawano oznaczeniom z kwasem
3,5-dinitrosalicylowym.

Popiot. Popidt oznaczano wagowo po spaleniu probek w piecu muflowym typu Na-
bertherm, Controller P320 przez 6 godz. w temperaturze 550°C.

Bialko ogolne. Zawarto$¢ biatka oznaczono metoda Kjeldahla w aparacie Kjel-Foss
Automatic 16210 firmy FOSS. Proby zmineralizowano na mokro H,SO4 w obecnosci
katalizatora. Kwasny roztwor byt zalkalizowano przy uzyciu mianowanego roztworu
NaOH.

Wiokno surowe. Oznaczanie wiokna surowego polegato na hydrolizie w H,SO,
i KOH za pomoca aparatu Fibertec System M 1020 Hot Extractor firmy FOSS. Nast¢p-
nie wtdkno suszono 3 godz. w temp. 130°C i zwazono. Wynik korygowano o zawarto$¢
popiolu oznaczanego przez spalenie w piecu muflowym w temp. 550°C przez 6 godzin.

Thuszez surowy. Proby poddano ekstrakcji eterem naftowym w aparacie Soxtec
System HT 1043 Extraction Unit firmy FOOS, a nastgpnie suszono przez 2 godz.
w 103°C i wazono.

Energia brutto (cieplo spalania). Proby spalano w kalorymetrze KLMn — 12
w obecnosci czystego tlenu.
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WYNIKI

Ziamo kukurydziane przeznaczone do produkcji etanolu zawierato 69% skrobi (tab. 1).
Wilgotno$¢ ziarna graniczyla z wilgotnos$cia krytyczng zabezpieczajaca surowiec przed
gniciem. Znalazto to odbicie w duzym zakazeniu mikrobiologicznym. Z punktu widze-
nia prowadzonych badan naukowych surowiec ten mozna uznaé¢ za typowy, gdyz
w wielu przypadkach do produkcji bioetanolu przeznacza sig ziarno gorszej jakosci.

Tabela 1. Sktad chemiczny surowca
Table 1. Chemical composition of raw material

Sktadnik Zawarto$¢

Compound Contents
Sucha substancja [%] 34,16
Dry matter
Skrobia [% s.s.] 69,00
Starch [% d.m.]
Biatko ogélne [% s.s.] 8,18
Total protein [% d.m.]
Ttuszcz surowy [% s.s.] 4,04
Total lipids [% d.m.]
Wiékno surowe [% s.s.] 1,95
Fiber [% d.m.]
Popidt surowy [% s.s.] 1,32
Ash [% d.m.]
Energia brutto [kJ kg™'] 4095
Energy brutto

Ziarno po zmieleniu na sucho w mtynie mtotkowym zostato wykorzystane do przy-
gotowania zawiesiny maczki kukurydzianej w wodzie. Nastgpnie zawiesing wprowa-
dzano do kadzi fermentacyjnej, dodawano preparat Stargen 001 oraz drozdze. W ten
sposob prowadzono jednoczesna hydrolize skrobi potaczong z fermentacja etanolowa.
Po oddestylowaniu etanolu goracy wywar byl wirowany w wiréwce dekantacyjnej,
a frakcje ciekta ponownie wykorzystano do przygotowania kolejnej porcji zawiesiny
maczki kukurydzianej. Proces SSF prowadzono w dwoch wariantach: z ostona i bez
ostony antybiotykowej. Odniesieniem do tych doswiadczen byt eksperyment, w ktorym
skrobia przed procesem SFF byta uptynniana na goraco w jet-cookerze, a potem fer-
mentowana w procesie SSF.

W tabeli 2 i 3 przedstawiono dane charakteryzujace przebieg fermentacji prowadzo-
nej technologia zimna z zawracaniem frakcji ciektej wywaru, w ktorej stosowano scu-
krzanie skrobi w trakcie fermentacji. Kazdy kolejny cykl fermentacyjny zaczynat sig
przy temperaturze poczatkowej 35°C, po czym dalszy przebieg procesu odbywat si¢ bez
korekty tego parametru. Z kolei kwasowos¢ czynna regulowano tylko na poczatku
pierwszej fermentacji, ustawiajac pH na ok. 5,1-5,2.
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Najistotniejszymi parametrami fermentacji etanolowej sa koncowe stgzenie etanolu
w zacierze odfermentowanym oraz wydajnos$¢ etanolu z odfermentowanych cukréw.
W przypadku fermentacji prowadzonych wedtug technologii jednoczesnego scukrzania
»ha zimno” i fermentacji etanolowej koncowe stgzenie etanolu w kolejnych cyklach
fermentacyjnych wynosito dla zacieréw nie chronionych antybiotykiem 7,0-7,9-6,2%
w/v (tab. 2), a dla zacieréw chronionych antybiotykiem odpowiednio 7,6-8,5-6,6% w/v
(tab. 3). Generalnie nalezy ocenic je jako niskie. Najwigksze stezenie koncowe uzyska-
no w drugim cyklu fermentacyjnym. Analiza danych wskazuje, ze roznice migdzy stg-
zeniem etanolu w brzeczkach odfermentowanych zawierajacych dodatek lub brak do-
datku antybiotyku byly statystycznie istotne. Porownujac te dane z wynikami fermenta-
cji prowadzonej metoda klasyczna, nalezy podkresli¢, ze uzyskano w niej wyzsze stgze-
nie etanolu, przekraczajace 9,1% w/v (tab. 4).

Tak niskie st¢zenie etanolu miato bezposredni zwiazek z duzym zakazeniem zacie-
réw bakteriami. Swiadcza o tym w pierwszym rzedzie wysokie stezenia kwasoéw orga-
nicznych, szczegélnie kwasu mlekowego. Porownujac wyniki obu serii fermentacji
prowadzonej wedtug technologii zimnej SSF, w pierwszym cyklu fermentacyjnym,
zakazenie mikrobiologiczne bylo relatywnie mate. Widoczny byt przy tym korzystny
wplyw dodatku penicyliny, ktéora wyraznie hamowata rozwoj bakterii. W kolejnych
dwodch cyklach fermentacyjnych, gdy do przygotowania zacierow wykorzystywano
frakcjg ciekta wywaru, zakazenie bakteryjne gwattownie wzrastato.

Tabela 5. Porownanie wydajnosci konwersji cukrow do etanolu uzyskanych w fermentacjach
prowadzonych metoda SSF przy réoznym przygotowaniu zacieru kukurydzianego
Table 5. Yield of sugar conversion into ethanol in SSF process using corn mash prepared

by different way
. Wyda]rn 08¢ konwersji Procent wydajnosci
Cykl fermentacyjny cukréw do etanolu o
. . . teoretycznej [%]
Fermentation cycle Yield of sugar conversion . -
. Theoretical yield
into ethanol
SSF, na zimno, bez antybiotyku, recyrkulacje wywaru

SSF, cold process, without antibiotic protection, stillage recycling

I 0,4232 82,82

I 0,4136 80,94
I 0,3530 69,08

SSF, na zimno, recyrkulacje zacieru, z antybiotykiem
SSF, cold process, with antibiotic protection

I 0,4310 84,46

I 0,4430 86,702
I 0,3981 78,05

SSF, na goraco (fermentacja kontrolna)
SSF high temperature (control)
1 0,4612 | 90,26

W tabeli 5 zestawiono wspotczynniki wydajnosci fermentacji obliczone na podsta-
wie bilanséw materiatowych. Przedstawiono je jako stosunek ilosci zuzytego cukru do
iloci wytworzonego z niego etanolu oraz jako wydajno$¢ rzeczywista w stosunku
do wydajnosci teoretycznej. Z przedstawionych danych wynika, ze duzy wplyw na
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wydajnos$¢ procesu fermentacji miala ostona antybiotykowa. Zahamowanie rozwoju
bakterii mlekowych i octowych przetozylo si¢ na zwigkszenie wydajnosci etanolu
o kilka procent.

Kolejny czynnik wptywajacy na efektywnos¢ procesu fermentacji to zawracanie
frakcji statej wywaru. Wykazano, ze w obu seriach fermentacyjnych najwigksza wydaj-
nos$¢ uzyskano po pierwszym nawrocie wywaru. Prawdopodobnie przyczyna poprawy
wydajnosci bylo wzbogacenie drugiego wywaru w zwiazki azotowe z pierwszego cy-
klu. Drugi nawrot wywaru, wskutek kumulacji zakazenia bakteryjnego, byl znacznie
mniej efektywny. Oceniajac przeprowadzone doswiadczenia, nalezy podkresli¢, ze
zastosowanie nawet tylko jednego nawrotu wywaru oznacza zmniejszenie zuzycia
wody technologicznej o polowg. Zmniejsza sig takze ilo§¢ odpadow poprodukcyjnych
(wywaru).

Analizujac stezenia kwasow organicznych w fermentowanych zacierach, mozna za-
obserwowa¢ prawidtowos¢, ze w kazdym kolejnym cyklu fermentacyjnym poczatkowe
stezenie kwasow byto coraz wigksze, co swiadczy o ich kumulacji. Wzrastajace stezenie
poczatkowe w fermentacjach prowadzonych z zawracaniem frakcji cieklej wywaru
$wiadczy o wnoszeniu kwasow wraz z wywarem. Generalnie mozna stwierdzi€, ze
stezenie kwasu mlekowego byto kilkakrotnie wigksze niz kwasu octowego, dochodzac
w trzecim cyklu fermentacyjnym do poziomu 32-38 gl'. Stezenie kwasu octowego
w zacierze po trzech dobach fermentacji przekraczato niewiele ponad 1% w/v. Poziom
obu kwasow organicznych w zacierach fermentowanych pod ostona penicyliny byt
nieznacznie nizszy w stosunku do fermentacji prowadzonych bez ostony antybiotyko-
wej. Odmienne tendencje wystapity w fermentacji kontrolnej, gdzie st¢zenie kwasu
mlekowego zmniejszalo sig, a st¢zenie kwasu octowego bylo stabilne (tab. 4).

Jak wynika z przeprowadzonych pomiardéw, zaréwno pH fermentowanego zacieru,
jak i jego temperatura zmniejszaty si¢ w obrgbie kazdej szarzy wraz z uptywem czasu
fermentacji. Stopniowe wychtodzenie kadzi fermentacyjnej, ktore wystapito praktycznie
w kazdym eksperymencie, byto dosy¢ nieoczekiwane i wynosito 3—7°C w ciagu trzech
dob (tab. 2 i 3). Warto przy tym zauwazy¢, ze w probie kontrolnej, jaka stanowita fer-
mentacja zacierow przygotowanych wedtug technologii ,,na goraco”, temperatura kon-
cowa zacieru byla nizsza az o 9°C (tab. 4). Wszystkie serie fermentacji prowadzono
w okresie zimowym, przy ujemnych temperaturach zewngtrznych, a temperatura fer-
mentowni wynosila ponizej 10°C. Sprzyjalo to szybkiemu wychtodzeniu kadzi fermen-
tacyjnych.

W trakcie fermentacji obserwowano réwniez silne zakwaszenie fermentowanych za-
cierow. Niezaleznie od tego, czy stosowano dodatek antybiotyku, czy tego nie robiono,
najwigkszy spadek pH odnotowano w pierwszym cyklu fermentacyjnym. W przypadku
zacieru bez ostony antybiotykowej pH zmniejszyto si¢ o 1,75 (tab. 2), natomiast z osto-
ng antybiotykowa o 1,49 (tab. 3). Najmniejszy spadek pH wystapit w drugim cyklu
fermentacyjnym, co w tym wypadku oznaczato pierwszy cykl z recyrkulacja frakcji
ciektej wywaru. W wigkszosci fermentacji spadek pH zacieru przy stosowaniu ostony
antybiotykowej byl mniejszy niz w zacierach bez dodatku penicyliny. Porownujac
zmiany kwasowosci czynnej zacierow przygotowanych wedtug technologii ,,na zimno”
i wedtug technologii ,,na goraco”, mozna stwierdzi¢, ze spadek pH w pierwszym cyklu
fermentacyjnym we wszystkich trzech seriach fermentacji byt bardzo podobny.
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Ciekawie ksztaltowato si¢ stezenie glicerolu, ktory jest metabolitem ubocznym fer-
mentacji etanolowej. Jego stezenie dochodzito maksymalnie do 1,2% i1 w przypadku
fermentacji z recyklingiem wywaru najwigksze stezenie tego zwiazku odnotowano
w drugim cyklu fermentacyjnym. Wynik ten jest dobrze skorelowany z wartoscig ci-
$nienia osmotycznego w zacierach, gdyz warto$¢ tego parametru byla najwyzsza
w drugim cyklu fermentacyjnym (tab. 6).

Ponadto stwierdzono, ze w kazdym cyklu fermentacyjnym warto$¢ cisnienia osmo-
tycznego wzrastata w miar¢ uptywu czasu fermentacji, przy czym roznice migdzy po-
ziomem tego parametru na poczatku fermentacji i po uptywie 72 godz. byly w przybli-
zeniu trzykrotne. Najwyzsza wartos¢ cisnienia osmotycznego zostata osiagnig¢ta w dru-
gim cyklu fermentacyjnym i wynosita 2277 mOsm kg

Tabela 6. Zmiany cisnienia osmotycznego w trakcie fermentacji zacierow kukurydzianych
Table 6. Changes in osmotic presure of corn mashes during fermentation process

Cisnienie osmotyczne zacieru
Osmotic pressure of mash [mOsm k o
Cykle Technologia Technologia Technolggla
f . . ” . ’ tradycyjna
ermentacyjne ,»Na zimno ,»Na zimno na cieplo”
Fermentation cycle bez antyblotyku z antyblotyklerp Traditional high
Cold process without Cold process with
- . e . temperature
antibiotic protection antibiotic protection
process
I cykl — First cycle
0 397 297 451
ig 1120 1120 1494
7 1484 1484 1912
1583 1638 1926
II cykl — Secondo cycle
0 724 601 Nb
i‘g 1715 1693 No data
7 2043 1795
2277 1933
III cykl — Third cycle
0 691 794 Nb
4212 1205 1328 No data
7 1827 1547
1971 1653

Analizujac obecnos¢ niskoczasteczkowych sacharydow, stwierdzono, ze ich stezenie
w wywarach byto bardzo mate. Analiza chromatograficzna obejmowata glukozg, fruk-
toze¢ i disacharydy. W praktyce stezenie fruktozy bylo sladowe, natomiast sposrod sa-
charydéw rozpuszczalnych najistotniejszy cukier stanowita glukoza. Zaobserwowano,
ze w kazdym cyklu fermentacyjnym najwigksze stezenie glukozy wystapito na poczatku
procesu fermentacji i siggato 1-3% w/v, a nastgpnie szybko spadato. Stgzenie disacha-
rydow bylo znacznie mniejsze.
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Trudne warunki fermentacji, a szczegdlnie niskie pH oraz obecno$¢ zwiazkow tok-
sycznych, gtéwnie kwasow organicznych i etanolu, miaty wplyw na rozmnazanie si¢
i zywotno$¢ drozdzy gorzelniczych. W tabeli 7 przedstawiono wyniki analizy mikrobio-
logicznej populacji drozdzowych we wszystkich cyklach fermentacyjnych. Generalnie
mozna stwierdzi¢, ze liczebnos¢ komorek drozdzowych w zacierze ksztattowata si¢ na
poziomie o$miu cykli logarytmicznych. We wszystkich przypadkach obserwowano
wzrost liczebnosci komoérek w ciggu pierwszych 24 h fermentacji. Charakterystyczne
jest natomiast zmniejszanie si¢ przezywalnosci komoérek w miarg uptywu czasu w po-
szczegolnych cyklach fermentacyjnych. Widoczna jest przy tym wyrazna zalezno$¢
stopnia przezywalnosci komorek od obecnosci antybiotyku w zacierze, jak i zalezno$¢
od ilosci recyrkulacji frakcji ciektej wywaru. Wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze
brak oslony antybiotykowej zmniejsza przezywalno$¢ drozdzy. Na zywotnos¢ drozdzy
negatywny wpltyw miato takze zawracanie wywaréow do kolejnego cyklu fermentacyj-
nego. W obu wypadkach nalezy to taczy¢ ze zwigkszona iloscia kwasow organicznych
bedaca konsekwencja rozwoju zakazenia bakteryjnego.

Tabela 8. Bilans materialowy fermentacji metoda SSF z recyrkulacja frakcji cieklej wywaru
Table 8. Material balance of SSF process with stillage recycling

Cvkl/Recvrkulacia Etanol Wywar Frakcja ciekta Frakcja stata
gycle /chyclin é Ethanol Stillage Liquid fraction Solid fraction
(1] [1] (1] [ke]
I 765 9000 8400 600
1 810 9500 8800 700
111 810 9500 8800 700

Prowadzenie procesu fermentacji wedtug unowoczesnionej technologii, ktéra zapro-
ponowano w tej pracy, obok oszczgdnos$ci energetycznych wynikajacych z pominigcia
termicznego kleikowania skrobi, dato takze radykalne oszcze¢dnosci wody. W tabeli 8
przedstawiono bilans materiatlowy fermentacji. Wynika z niego, ze z kazdego cyklu
fermentacyjnego zawracano ok. 8800 1 frakcji ciektej do przygotowania kolejnej porcji
$wiezego zacieru kukurydzianego oraz otrzymywano ok. 700 kg frakcji statej. Tak duza
ilo$¢ wody zawrocona do kolejnej szarzy, w potaczeniu z kondensatami pary pozyski-
wanymi w procesie destylacji, pokrywaly calkowicie zapotrzebowanie na wodg techno-
logiczna. W praktyce proces ten byl catkowicie bez§ciekowy i nie wymagatl dodatkowe;j
wody do sporzadzania nowych zacierow.

Tabela 9 przedstawia zawartos¢ gtownych sktadnikow we frakcji stalej wydzielonej
z wywaru. Zawarto$¢ suchej substancji w osadzie wynosita w granicach 26-30%.
Gloéwnymi sktadnikami frakcji statej byt blonnik (10-11%) oraz biatko (8-9%). War-
to$é energetyczna osadu mokrego wynosita 1500—1700 kJ kel™'. Mozna wige stwierdzié,
ze frakcja stata stanowita warto§ciowa pasze dla bydta.
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DYSKUSJA

Badania przeprowadzono w typowej gorzelni rolniczej produkujacej etanol z surow-
cow skrobiowych na cele paliwowe. Zaktad ten byt wyposazony w mtyn miotkowy do
mielenia ziarna na sucho oraz w jet-cooker, stuzacy do kleikowania i uptynniania skrobi.
Ponadto dokonano w nim dwoch modyfikacji. Pierwsza z nich polegala na wyposazeniu
kadzi fermentacyjnej w pompy cyrkulacyjne, w celu wymieszania zacieru w trakcie
fermentacji. Druga modyfikacja — to zainstalowanie wirdwki dekantacyjnej do oddzie-
lania frakcji stalej wywaru. W ten sposob stworzono warunki do recyrkulacji frakcji
cieklej wywaru i jej wykorzystania do przygotowania nowej porcji zawiesiny maczki
kukurydzianej dla kolejnej fermentacji.

Podstawowy eksperyment polegat na przeprowadzeniu unowoczesnionej technologii
produkcji bioetanolu, ktéra obejmowata nastgpujace innowacje:

e sporzadzanie zacieru w oparciu o zawrdcong frakcje ciekla wywaru z poprzedniej
fermentacji;

e stosowanie enzyméw zdolnych do hydrolizy skrobi ,,na zimno”, bez uprzedniej
obrobki termicznej (technologia ,,na zimno™);

e jednoczesna hydroliza enzymatyczna i fermentacja etanolowa, bezposrednio
w kadzi fermentacyjnej w temperaturze fermentacji;

e zastosowanie rasy drozdzy odpornych na podwyzszona temperaturg i zwigkszone
ci$nienie osmotyczne;

e  separacja czg$ci statych wywaru i ich suszenie na cele paszowe.

Technologia przygotowania zacieru ,,na zimno” zostata przeprowadzona bez ostony
i z ostong antybiotykowa. Stosowanie penicyliny shuzylo wyeliminowaniu zakazenia
bakteryjnego. Zaplanowane doswiadczenia miaty da¢ odpowiedZ na pytanie, czy pro-
wadzenie calego procesu w niskiej temperaturze spowoduje masowy rozwoj bakterii
i tym samym doprowadzi do pogorszenia wskaznikoéw wydajnosci.

Punktem odniesienia przy ocenie wynikow fermentacji byt proces SSF prowadzony
przy zastosowaniu klasycznej technologii przygotowania zacieru ,,na goraco”, opartej
na uptynnieniu skrobi w jet-cookerze.

Proces jednoczesnego scukrzania skrobi i fermentacji etanolowej jest od wielu lat
przedmiotem licznych badan i w wielu krajach wszedt do praktyki przemystowej [Kosa-
ric 1996, Kroumov i in. 2006]. Do jego najwazniejszych zalet nalezy oszczednos$¢ czasu
produkcyjnego, uproszczenie linii aparaturowej i stworzenie bardziej sprzyjajacych
warunkow dla wzrostu drozdzy. Odnosi sig to szczegdlnie do zmniejszenia stresu osmo-
tycznego w trakcie fermentacji, co wynika z natychmiastowego pobierania uwolnionych
cukrow niskoczasteczkowych przez drozdze. W ten sposob nie dochodzi do duzej ku-
mulacji glukozy i maltozy, jak to si¢ dzieje w klasycznej technologii hydrolizy enzyma-
tycznej skrobi, ktora jest zwykle prowadzona w kadzi zaciernej jako proces oddzielny,
wyprzedzajacy proces fermentacji.

Badania prowadzone w tej pracy opieraty si¢ na wykorzystaniu nowego preparatu
enzymatycznego Stargen 001, produkowanego przez amerykanska firme¢ Genencor.
Preparat ten, zawierajacy alfa-amylazg i glukoamylaze, jest dostosowany do hydrolizy
natywnej skrobi ziarnistej. Umozliwia wigc pominigcie etapu gotowania surowca skro-
biowego, co zmniejsza zuzycie energii na cele produkcyjne. Preparat pozwala na stoso-
wanie wysokich stezen substratu, nie wymaga dodatku soli wapniowych i umozliwia
wydajniejsze scukrzenie skrobi. Do jego zalet mozna zaliczy¢ relatywnie niskg tempera-
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turg i niskie pH reakcji enzymatycznej. Dzigki temu mozna potaczy¢ dzialanie tego
enzymu z jednoczesna fermentacja etanolowa. Pojawienie si¢ na rynku preparatu Star-
gen 001 otwiera nowa perspektywe przed produkcja bioetanolu z surowcdéw skrobio-
wych. W literaturze naukowej pojawily si¢ takze doniesienia innych autorow, ktorzy
odkryli mikroorganizmy produkujace amylazy zdolne do hydrolizy natywnej skrobi
[Goyal i in. 2005, Mitsuiki i in. 2005, Tester i in. 2006]. Mozna wigc oczekiwac, ze
w najblizszych latach ukaze si¢ wigksza ilo§¢ niskotemperaturowych enzyméw hydroli-
zujacych natywna, ziarnista skrobig.

Biorac pod uwage fakt, ze wszystkie znane enzymy amylolityczne maja optimum
temperaturowe znacznie powyzej temperatury wzrostu mikroorganizmow, kluczowym
czynnikiem w technologii SSF jest termoodporno$¢ drozdzy gorzelniczych, gdyz uta-
twia ona zblizenie warunkéw fermentacji do optymalnej temperatury dziatania prepara-
tu Stargen 001. Z tego wzgledu do badan wybrano drozdze rasy Ethanol Red, produko-
wane przez francuski koncern Lesaffre (Francja), charakteryzujace si¢ zdolno$cia do
fermentacji w temp. 35°C oraz odpornoscia na wysokie st¢zenie etanolu.

Obok zimnego zacierania skrobi drugim istotnym usprawnieniem procesu byla re-
cyrkulacja frakcji stalej wywaru. Tworzyty ja komorki drozdzowe oraz resztki ziaren
kukurydzy, ktore nie ulegly rozpuszczeniu pod wptywem enzymoéw. Frakcja ta, po
wydzieleniu, byla przeznaczona na cele paszowe. Separacj¢ zawiesin przeprowadzono
przy uzyciu wiréwki dekantacyjnej. Urzadzenie to zdato doskonale zadanie i skutecznie
separowato wigkszo$¢ czastek stalych. Frakcja ciekla wywaru byla recyrkulowana
i ponownie wykorzystana do przygotowania kolejnej porcji zawiesiny maczki kukury-
dzianej. Objgtosciowo frakcja ciekla polaczona z kondensatami pary wodnej uzytej do
destylacji etanolu w pelni bilansowaty zapotrzebowanie na wodg (tab. 8). Aby ulatwic¢
odzysk kondensatu, para byla bezposrednio wprowadzana w kolumnie destylacyjnej do
odfermentowanego zacieru. W ten sposéb mozna bylo catkowicie zrezygnowaé z do-
datkowego poboru wody technologicznej. Jednoczesnie wskutek pelnego wykorzystania
wywaru gorzelnia stala si¢ zaktadem bez§ciekowym. Jest to duza korzysc.

Surowiec uzyty do badan byt sredniej jakosci. Ziarna byly $rednio rozwinigte i za-
nieczyszczone gleba. Z punktu praktyki gorzelniczej surowiec ten moze by¢ uznany za
typowy, gdyz wigkszos¢ gorzelni rolniczych produkujacych bioetanol kupuje surowiec
tani, co czgsto laczy si¢ z jego obnizona jako$cia. Ponadto gorzelnia, w ktorej prowa-
dzono badania, miata niskie standardy higieniczne i czgsto dochodzitlo w niej do zaka-
zen bakteryjnych.

Badania prowadzono w okresie, w ktérym temperatura w pomieszczeniach produk-
cyjnych byta relatywnie niska. Rzutowato to silnie na temperature fermentacji zacieréw.
Kazda szarzg produkcyjna rozpoczynano od nastawienia temperatury zacieru na 35°C. Jak
pokazuja wyniki badan zamieszczone w tabelach 2—4, ilo$¢ ciepta generowana w trakcie
procesu fermentacji byla zbyt niska, aby utrzymac temperaturg¢ poczatkowa przez caly
okres fermentacji. W wigkszosci przypadkoéw po uptywie 72 godz. temperatura spadata
nawet do 28°C. Mialo to istotny wplyw na aktywno$¢ enzymow, ktore w tej temperaturze
zachowuja tylko cze¢§¢ swej maksymalnej aktywnosci. Drugim czynnikiem hamujacym
dziatanie enzyméw byla duza kwasowos¢ zacierow. Warto$¢ ich pH zmniejszata si¢ od
ok. 5,1-5,2 na poczatku fermentacji do ok. 3,3-3,6 po trzech dobach prowadzenia procesu
fermentacji. Utrzymywanie tak niskiego pH miato na celu ograniczenie rozwoju zakazenia
bakteryjnego [Tao i in. 2005]. Oba te czynniki spowodowaty jednak, ze wykorzystanie
skrobi i dynamika fermentacji byly mniejsze od oczekiwane;.
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Analizujac przebieg procesu fermentacji, nalezy stwierdzi¢, ze najintensywniejsza
produkcja etanolu zachodzita w pierwszej dobie fermentacji, po czym ulegata wyraz-
nemu spowolnieniu. Po 24 godz. st¢zenie etanolu ksztaltowalo si¢ w wigkszosci przy-
padkoéw na poziomie 5-7% w/v, a w nastgpnych dwoch dobach wzrastato o 1-2% wi/v.
Maksymalne stezenie etanolu, wynoszace 9,1 w/v, uzyskano po odfermentowaniu za-
cieru przygotowanego ze skrobi kleikowanej termicznie.

Biorac pod uwage niska jakos$¢ uzytej kukurydzy, nalezy oceni¢, ze uzyskane wyni-
ki sa zadowalajace. Suresh i in. [1999], stosujac uszkodzone ziarna pszenicy i sorgo,
fermentowali zaciery o ggstosci 10-30% w/v. Wykazali oni, ze optymalna ggstosé¢
zacieru dla tych surowcow wynosita 25%, a koficowe st¢zenie etanolu bylo znacznie
nizsze niz w tej pracy i wynosito dla zacieréw pszennych 4,4% obj., a dla zacierow
z sorga 3,5% obj. Montesinos i Nawarro [2000] badali fermentacj¢ maki pszennej przy
uzyciu dodatku amyloglukozydazy (Thermamyl, Novozymes) i drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. Skrobia pszenna byla uptynniana w temperaturze 95°C. Wiasciwa fermenta-
cja metoda SSF, prowadzona w temp. 35°C, byta poprzedzona etapem wstepnej hydro-
lizy skrobi w temperaturze 60°C. Koncowe stezenie etanolu uzyskane w tych ekspery-
mentach wynosito 6,7% w/v. Jest to stezenie produktu poréwnywalne z uzyskanym
w tej pracy (tab. 2, I cykl fermentacji).

Stezenie etanolu w zacierach przygotowanych wedtug technologii ,,na zimno” byto
nizsze niz wedhug technologii ,,na goraco” i wynosito maksymalnie 8% w/v. Oznacza
to, ze nie doszto do pelnej hydrolizy skrobi. Uwolniona skrobia byta jednak natychmiast
odfermentowywana. Charakterystyczne sa przy tym wyniki analizy chromatograficznej
cukrow niskoczasteczkowych. Najwigksza koncentracja glukozy i maltozy wystapila na
poczatku fermentacji, w momencie gdy intensywnie dziataly enzymy amylolityczne,
natomiast komorki drozdzowe przechodzily proces rehydratacji. Po pierwszej dobie
fermentacji stgzenie glukozy osiagato swoje minimum, po czym nieznacznie wzrastato.
Nalezy przy tym podkresli¢, ze stezenie cukrow niskoczasteczkowych przez caty czas
fermentacji utrzymywato si¢ na bardzo niskim poziomie, w zdecydowanej wigkszos$ci
przypadkow ponizej 1% w/v. Produkty hydrolizy skrobi byly wigc natychmiast asymi-
lowane przez komoérki drozdzy i nie hamowaly reakcji enzymatycznych, co potwierdza-
ja takze wyniki innych autoréw [Roy i in. 2001]. W tym kontekscie, ciekawych danych
dostarczyta analiza ci$nienia osmotycznego w zacierach. Jak to pokazano w tabeli 6,
ci$nienie osmotyczne zacieru wzrastalo w kazdym fermentowanym zacierze wraz
z uptywem czasu fermentacji. Biorac pod uwage male stgzenie niskoczasteczkowych
cukrow, glownym czynnikiem osmogennym sg metabolity wydzielane przez komorki
drozdzowe, a wigc przede wszystkim etanol i w mniejszym stopniu kwasy organiczne.
Dynamika wzrostu ci$nienia osmotycznego pokrywata si¢ w petni z dynamika fermen-
tacji etanolowej i fermentacji kwasowych. Widoczny jest dodatkowy wzrost ci$nienia
osmotycznego spowodowany zawrotem frakcji cieklej wywaru. Wraz z nimi zawracane
byty sole mineralne pochodzace z maczki kukurydzianej oraz sole kwaséw organicz-
nych wytworzonych przez drozdze i bakterie. Maksymalne ci$nienie osmotyczne fer-
mentowanych wywaréw dochodzito 2277 mOsmkg™', a wige byto czynnikiem hamuja-
cym wzrost drozdzy. Stres osmotyczny potaczony ze stresem etanolowym jest jednym
z gtéwnych czynnikéw hamujacych rozmnazanie si¢ i metabolizm komoérkowy drozdzy.
Odpowiedzia komorkowa na ten stres jest migdzy innymi synteza glicerolu, dziatajace-
go ochronnie, szczegolnie w stosunku do waznych polimerow komorkowych, jak biatka
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i kwasy nukleinowe. Rowniez w tym przypadku widoczna byta kumulacja glicerolu
W zacierze w miar¢ wzrostu ci$nienia osmotycznego. Pod koniec fermentacji stezenie
tego zwiazku dochodzito do 0,5-1,2% w/v.

Powaznym problemem byto rozwijajace si¢ zakazenie bakteryjne. W piSmiennictwie
naukowym zwraca uwage na ten problem wielu autorow [Czarnecki i Grajek 1991,
Narendranath i Power 2004, Skinner i Leathers 2004]. Gtéwna grupa mikroorganizméow
zakazajacych zaciery gorzelnicze sa bakterie fermentacji mlekowej, gtdéwnie z rodzaju
Lactobacillus. W gorzelniach amerykanskich, gdzie produkuje si¢ duze ilosci bioetano-
lu na bazie skrobi kukurydzianej, od wielu lat prowadzi si¢ fermentacje pod ostona
antybiotykowa (penicylina G lub virginiamycyna) albo w obecnosci substancji antybak-
teryjnych, jak np. nadtlenek wodoru [Skinner i Leathers 2004]. Analiza chemiczna
wykazata, ze wraz z uplywem czasu fermentacji szybko zwigkszato sig stgzenie kwasu
mlekowego w zacierze. Jego kumulacja nastgpowata w miare uptywu czasu fermentacji,
a takze wraz z kolejnymi zawrotami wywaru. Temperatura wrzenia kwasu mlekowego
wynosi 122°C, w zwiazku z czym pozostaje on po destylacji w wywarze. Widoczne sa
przy tym réznice migdzy zacierami sporzadzonymi ze skrobi uptynnionej termicznie
a zacierami ze skrobi przygotowanej ,,na zimno”. W pierwszym przypadku koncowe
stezenie kwasu mlekowego w zacierze wynosito ok. 4,2 gl (tab. 4), podczas gdy
w zacierach uzyskanych po hydrolizie natywnej skrobi az 16,8 gl (tab. 2). Istotne row-
nice spowodowato takze dodanie penicyliny. Dane odnoszace si¢ do pierwszego cyklu
fermentacyjnego wskazuja, ze zaciery chronione antybiotykiem zawieraly o potowe
mniej kwasu mlekowego niz zaciery bez takiej ochrony (tab. 2 i 3). Wprowadzenie
recyrkulacji frakcji cieklej wywaru po dwoch recyrkulacjach — spowodowalo wzrost
stgzenia kwasu mlekowego do 3%. Spadek dynamiki fermentacji etanolowej w IV
cyklu fermentacyjnym nalezy powiaza¢ z wykorzystaniem znacznej puli dostgpnych
cukrow do syntezy kwasu mlekowego oraz octowego. Ten ostatni kwas wystepowal
w zacierze w stgzeniu dochodzacym do 1% w/v. Jego temperatura wrzenia wynosi
118°C, a ponadto wiaze si¢ on z jonami metali i etanolem, tworzac octany pozostajace
W wywarze.

Biorac pod uwage praktyczna wydajno$¢ kwasu mlekowego z glukozy na poziomie
ok. 90%, mozna stwierdzié, ze przy stezeniu kwasu mlekowego na poziomie 38 gl
i 32 gl'! na wytworzenie tego kwasu zostalo zuzyte odpowiednio ok. 42 gl i 35 gl
glukozy. Gdyby te ilosci glukozy zostaty przeksztalcone do etanolu, to zakladajac ok.
40-procentowa wydajnos$¢ praktyczna etanolu z glukozy, zostatloby wytworzone dodat-
kowo odpowiednio ok. 17 gl i 14 gI”" alkoholu. Uzyskane stezenia etanolu po IV cyklu
fermentacyjnym $wiadcza, ze w przypadku wyeliminowania fermentacji mlekowe;j
koncowe stezenie etanolu w zacierze byloby znacznie wigksze.

Tak duze stezenie obu kwaséw bylo toksyczne dla drozdzy, co pokazuje staby ich
wzrost 1 duza $miertelno$¢ w tym czasie, gdy dochodzito do kumulacji kwasow orga-
nicznych i etanolu (tab. 7). Jednoczesnie zwraca uwage fakt, ze dodatek antybiotyku
zwigkszyt przezywalno$¢ drozdzy. W praktyce, niewielki wzrost populacji komorkowej
drozdzy wystapit glownie w pierwszej dobie fermentacji.

Przeprowadzone eksperymenty wskazuja jednoznacznie, ze jednym z kluczowych
warunkow procesu SSF z ,,zimng” hydroliza skrobi jest rygorystyczne utrzymanie tem-
peratury fermentacji na poziomie 34-35°C [Verma i in. 2000, Czarnecki i Grajek 1991]
oraz pH zacieru na poziomie 4,0-5,5. Prowadzenie procesu ponizej optimum temperatu-
rowego wymaga stosowania zwigkszonej dawki enzymow, a to oznacza wzrost kosztow
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produkcji. Utrzymanie odpowiedniej temperatury zacieru wymaga modyfikacji kon-
strukcji kadzi fermentacyjnych poprzez ich izolacjg¢ termiczng oraz zainstalowanie sys-
temu mechanicznego mieszania zacieru. Drugim niezb¢dnym warunkiem pomys$lnego
przebiegu procesu jest przeprowadzenie wstgpnej dezynfekcji ziarna przed jego miele-
niem. Wydaje sig, ze najkorzystniejszym rozwigzaniem moze by¢ jego dezynfekcja
chemiczna polaczona z rozdrabnianiem na mokro.

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania wykazaty, ze mozliwa jest efektywna hydroliza ziarenek
skrobiowych przy zastosowaniu preparatu enzymatycznego Stargen 001 w warunkach
przemystowych. W ten sposob mozna zredukowac zapotrzebowanie na energi¢ nie-
zbedna do kleikowania i uptynniania skrobi. Proces oparty na jednoczesnym scukrzaniu
natywnej skrobi i fermentacji etanolowej, prowadzony bezposrednio w kadzi fermenta-
cyjnej, pozwolil na uzyskanie st¢zenia etanolu na poziomie 7-8% w/v, co odpowiada
8,9-10,1% v/v. Wynik ten mozna uzna¢ za zadowalajacy. Istotnym problemem sa zaka-
zenia fermentacji bakteriami mlekowymi. Stanowily one powazna konkurencj¢ dla
drozdzy i wykorzystaly znaczna pulg¢ cukrow do syntezy kwasu mlekowego. Mozna
oczekiwaé, ze przy utrzymaniu wysokiej higieny w gorzelni, stosowaniu surowca do-
brej jakosci oraz wstgpnej dezynfekcji kukurydzy metoda chemiczna mozliwe bedzie
znaczne poprawienie wynikow fermentacji. Za wysoce korzystne nalezy uzna¢ wielo-
krotne wykorzystanie wywaru gorzelniczego. Zawracanie frakcji cieklej wywaru oraz
kondensatoéw pary zuzywanej w procesie destylacji etanolu pozwala na calkowita rezy-
gnacje z dodatku wody technologicznej. Proces jest bezsciekowy i nie wymaga dodatku
wody. Wydaje sig, ze nowoczesna technologia opisana w tej pracy ma realne szanse,
aby zastapi¢ tradycyjna technologi¢ gorzelnicza. Wyniki badan prowadzonych w skali
pilotazowej potwierdzily powyzsze wnioski. Utrzymanie odpowiednich rezimow tech-
nologicznych pozwolilo na uzyskanie st¢zen etanolu dochodzacych do ponad 12% w/v
i wydajnosci etanolu powyzej 90%.
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SIMULTANEOUS SACCHARIFICATION AND ETHANOL
FERMENTATION OF GRANULAR CORN STARCH

WITH RECYCLING OF LIQUID FRACTION OF STILLAGE
IN AN AGRO-DISTILLERY PLANT

Abstract. Simultaneous saccharification and ethanol fermentation of corn starch using
enzyme preparation Stargen 001 was investigated. The experiments were conducted in an
agro-distillery plant. The preparation of corn mashed based on the use of corn flour sus-
pended in recycled liquid fraction of stillage and distillation condensates. It was shown
that the final concentrations of ethanol after fermentation of 25% w/v mashes were of
8-10% w/v. The elimination of cooking for starch liquefaction allowed to reduce of ener-
gy requirements, nevertheless, made s serious problem with bacterial contamination of
mashes. The concentration of lactic acid at the end of fermentation process reached up to
3.8% w/v. The SFF process connected with repeated stillage recycling allowed to remove
water requirements and to perform this process as discard-less.

Key words: cthanol, fermentation, simultaneous saccharification and fermentation, stil-
lage recycling, Saccharomyces cerevisiae, granular starch, corn, hydrolysis, Stargen 001
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