Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Citriny riigSties gamybos optimizavimas
Baigiamasis magistro projektas

Tadas Budginas

Projekto autorius

Doc. dr. Ilona Jonuskiené

Vadové

Kaunas, 2020



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Citriny rugsties gamybos optimizavimas
Baigiamasis magistro projektas
Pramoniné biotechnologija (6211FX010)

Tadas Budginas

Projekto autorius

Doc. dr. llona Jonuskiené
Vadoveé

Lekt. dr. Kazimieras
Anusevicius

Recenzentas

Kaunas, 2020



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas
Cheminés technologijos fakultetas

Tadas Budginas

Citriny ragsties gamybos optimizavimas

Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad mano, Tado Budgino, baigiamasis projektas tema ,,Citriny riigSties gamybos optimizavimas“
yra paraSytas visiSkai savarankiSkai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti
saziningai. Siame darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy $altiniy, visos
kity Saltiniy tiesiogings ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. Istatymy nenumatyty piniginiy
sumy uz §j darbg niekam nesu mokéjes.

AS$ suprantu, kad iSaiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno
technologijos universitete galiojancia tvarka.

Tadas Budginas

(vardg ir pavarde jrasyti ranka) (parasas)



Budginas, Tadas. Citriny rigsties gamybos optimizavimas. Magistro baigiamasis projektas / vadové doc. dr.
Tlona Jonuskiené; Kauno technologijos universitetas, Cheminés technologijos fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy krypéiy grupé): Biotechnologijos, Technologijy mokslai.
ReikSminiai zodZiai: citriny riigstis, fermentacija, optimizavimas, Aspergillus niger.
2020. 55 p.

Santrauka

Siame darbe aprasomas citriny rigities gavimas fermentacijos biidu i§ jvairiy fermentacijos terpiy.
Fermentavimui naudojamas Aspergillus niger DSM 821 filamentinis grybas. Siekiant gauti didZiausia
citriny rugsties koncentracija fermentavimo metu buvo keistos fermentavimo salygos ir terpés
sudétis, kuriose vykdyta fermentacija. Pasirinktos terpés sudétis buvo keiCiama siekiant nustatyti
tinkamiausias sglygas fermentacijai ir mikroorganizmo augimui. Gauti rezultatai buvo jvertinti ir
nustatyta, kurie veiksniai turéjo didZiausig jtaka citriny rugsties pagaminimui, kuomet naudojama

Aspergillus niger DSM 821 mikroorganizmy kultiira.
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Summary

In this thesis is described citric acid production by fermentation process from various fermentation
media. For fermentation Aspergillus niger DSM 821 filamentous fungi is used. In order to produce
maximum concentration of citric acid various fermentation conditions and fermentation medium itself
were changed. Selected medium’s composition was manipulated so that best conditions for
fermentation would be met. Obtained results from experiments were evaluated and decisions were
made which factors had biggest impact on citric acid production by Aspergillus niger DSM 821

microbial culture.
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Santrumpy ir terminy sarasas
r. — rigstis
A.niger- Aspergillus niger
ATP- Adenozin 5' trifosfatas
NADH-Nikotinamido adenino dinukleotidas
DNSA- 3,5-Dinitrosalicilo riigstis
vVM- oro tiiris tenkantis litrui terpés per minutg

SSF- vienalaiké sacharafikacijos ir fermentacijos reakcija
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Jvadas

Citriny rugstis yra vienas i§ pagrindiniy rigstingumg reguliuojanc¢iy priedy maisto ir gérimy
pramongéje. Sios natiiraliai gamtoje susidarandios organinés rugsties suvartojimas kiekvienais
metais iSauga keliais procentais. D¢l savo bioskaidumo citriny riigstis yra laikoma nekenksmingu
maisto priedu, o jos skoninés savybés yra priimtinos ir praturtinan¢ios maistg ir gérimus.
Sutrumpintai kaip priedas daznai citriny rugstis yra zymima E330. Pastaruoju metu citriny rugstis
pritaikoma vis placiau. Be maisto pramonés Siuo metu sparCiausiai auganti citriny ragsties
panaudojimo rinka yra valikliams gaminti. Citriny ragstis pasizymi buferinémis savybémis, todél,
taip pat, panaudojama ir farmacijoje kaip rigStinguma palaikanti medziaga, o kraujo saugojimui
jinaudojama kaip antikoaguliaciné¢ medziaga.

Beveik visa citriny riigStis pagaminama pramoniniu biidu yra gaunama mikrobiologinés
fermentacijos metodu panaudojant Aspergillus niger mikroorganizma. Kaip zaliava fermentacijai
dazniausiai yra naudojama didelius kiekius sacharidy turintis substratas. Sitoks substratas yra
Zemés iikio pramonés arba maisto pramonés atliekos, todél jas panaudojant fermentacijoje
sukuriamas pridéting verte turintis produktas ir sumazinamas j aplinka iSmetamy atlieky kiekis.
Citriny rugsties fermentacija gali vykti jvairiais fermentavimo metodais, taciau dél proceso
lengvesnés kontrolés ir geros tikslinio produkto iSeigos pramongje dazniausiai panaudojama
skystos terpés fermentacija. Siai fermentacijai kaip substratas naudojama melasa ar kita cukringa
maisto pramongs atlieka.

D¢l tobuléjanciy cukraus rafinavimo technologijy susidarantis melasos kiekis mazéja, o tai didina
jos kaina, todél ieSkoma alternatyviy anglies Saltiniy citriny riigSties fermentacijai. IeSkant
ekonomiskai patraukliy cukraus 3altiniy buvo atkreiptas démesys j lignoceliuliozine Zaliava. Si
zaliava apdorota fermentais tinka citriny riigSties fermentacijai, o gaunamos citriny riigsties
savikaina yra konkurencinga rinkos atzvilgiu. Taikant skirtingus substratus fermentacijai vykdyti
skiriasi ir optimaliis fermentacijos parametrai ir sglygos, tod¢l tai yra aktuali tyrimy sritis. | tai
placiau ir gilinamasi Siame darbe, siekiant iSgauti didziausig citriny riigsties iSeiga panaudojant
skirtingus substratus.

Darbo tikslas: Aspergillus niger fermentacijos metu gauti citriny ragstj panaudojant skirtingus
anglies Saltinius ir optimizuoti fermentacijos salygas.

Darbo uzdaviniai:

. nustatyti tinkamiausig anglies Saltinj Aspergillus niger auginimui;

. nustatyti optimalias salygas citriny riigSties gamybai,

. nustatyti citriny ragsties koncentracijg fermentacijos terpéje realiu laiku;
. nustatyti substrato koncentracija fermentacijos terpéje realiu laiku;

. pateikti sitiloma aparatiiring schema citriny riig§¢iai gauti.

12



1. Literatuiros apzvalga
1.1. 2-hidroksi-1,2,3-propantrikarboksiriigsties apibiidinimas

Viena placiausiai naudojamy karboksirtigs§ciy yra pagal IUPAC (Tarptautiné bendrosios ir
taikomosios chemijos sgjunga) Zinoma kaip 2-hidroksi-1,2,3-propantrikarboksirtigstis, kuri
pladiau Zinoma citriny rigsties pavadinimu [1, 4]. Si organiné riigstis yra priskiriama prie silpny
rugsciy. Ji pirma karta buvo isskirta ir iSgryninta i§ citrusiniy vaisiy, tokiy kaip citrinos arba
anansai, kuriuose jos koncentracija gali siekti iki 8% sausos masés [2]. Tai atliko vokieCiy
chemikas Carl Wilhelm Sheele 1784 metais iskristalizuodamas gryna citriny ragstj i citriny
sul¢iy. Taciau po $io atradimo dar ilgai nebuvo suprastas pilnas citriny riig§ties panudojimo
spektro potencialas, kur ji dabar naudojama, kaip maisto priedas, konservantas skonio stipriklis,
ploviklio sudedamoji dalis ir daugelio kity [42].

Citriny rugstis, kaip ir daugelis kity karboksiriigs¢iy, yra labai gerai tirpi vandenyje, kuriame jos
tirpumas siekia 592g/L [1]. D¢l Sios savybés ji placiai naudojama maisto ir gérimy pramongje.
Taip pat ji turi tris karboksilo grupes su skirtingomis pKa vertémis, o tai ypac¢ padidina medziagos
buferines savybes [22]. Gebéjimas islaikyti tinkamg pH dél buferiniy savybiy, geras bioskaidumas
ir mazas kenksmingumas sudaré saglygas $ig rigstj naudoti vaisty sudétyje, kaip suriSancig ir
tinkama rigstinguma palaikancig medziagg.

XIX amziaus pabaigoje iSaugus citriny rigsSties poreikiui pradéta masiné gamyba, zaliavai
panaudojant citrusinius vaisius, i$ kuriy daugiausia naudotos buvo citrinos. Atsiradus citriny
rigsties paklausai imta labiau dométis ir tyrinéti galimus kitus Sios naudingos medziagos gavimo
budus. Ilgainiui buvo pastebéta, kad Penicillium genties mikroskopiniai grybai sugeba gaminti
nedidelius kiekius citriny ruigsties augimo terp¢je. Taciau $is atradimas nejgavo didesnés reikSmeés
iki pirmojo pasaulinio karo, kai buvo apriboti citriny rigsties gamybos pajégumai dél gamybines
zaliavos, tai yra, citriny trilkumo. Taciau peréjimas nuo citriny Zzaliavos gamybai iki
mikrobiologinio citriny riigS§ties gavimo biido uztruko dar ne vieng deSimtmetj. Tai yra, kol
1917m. James Currie atliko svarby atradimg. Jo daromy tyrimy rezultatai parodé, kad Asergillus
niger kaupia gana didelius citriny riigsties kiekius augimo terpéje, kai yra substrato perteklius [38].
Sj atradima gana greitai pritaiké viena i§ didziausiy to laiko farmacijos gamykly ,,Pfizer ir taip
prasidéjo biotechnologinés kilmés citriny riigsties gamybos era. Siuo metu absoliuti dauguma
gamykly, gaminanciy citriny riigstj, naudoja biotechnologinius metodus ir mikroskopinius
pelésinius grybus, tokius kaip Aspergilus niger.

1.2. Citriny rugsties pritaikymas ir panaudojimas
1.2.1. Citriny ragstis maisto pramonéje

Citriny rugstis yra placiausiai naudojama maisto pramongje. D¢l gero tirpumo vandenyje mazdaug
50% pagaminamos citriny riigsties yra sunaudojama kaip skonio stipriklis gérimy skoniui
pagerinti. Citriny riigstis gérimams suteikia rigStumo ir Siek tiek kartumo ir taip kartu su
gérimuose esanciais saldikliais sukuria priimting atgaivinantj skonj [1].

Citriny rugstis maiste dazniausiai naudojama ne tik kaip skonio stipriklis, taiau ir kaip
konservantas. Dél savo riigStiniy savybiy $is maisto priedas mazina mikroorganizmy augima,
kurie neturi gebéjimo augti ragscioje terpéje. Todél citriny ragstis daznai naudojama Saldyto
maisto gamyboje arba jiiros gérybiy produktuose. Dazniausiai ant pakuociy naudojamas E330
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Zyméjimas parodantis, kad produktas savo sudétyje turi citriny rigsties [43]. Sis konservantas yra
laikomas natiiraliu maisto priedu, nes citriny rigstis susidaro kiekviename gyvame organizme,
kuriame vyksta metabolizmo procesai. Citriny rigstis susidaro Krebso ciklo metu ir véliau yra
sunaudojama. Todél citriny rigsties kiekis maiste, kai ji yra naudojama gryna, néra ribojamas.
Ribojamos yra tik priemaiSos pacioje citriny rigstyje. D¢el Siy priezasCiy citriny rigsties kiekj
gaminiuose ribojantis faktorius néra jos kiekis, taciau gaminio skonis ir jo riigStumas.

1.2.2. Citriny rugstis valikliuose

Valikliuose naudojami fosfatai nuoteky valymo jrenginiuose néra iki galo iSvalomi, o grazinamas
valytas vanduo sukelia vandens telkiniy eutrofikacijg ir uzpelkéjimg. Eutrofikacijg yra
kenksminga vandens faunai. Dél Siy priezasCiy vis didesnis kiekis citriny rugsties yra
sunaudojamas valikliams ir skalbikliams gaminti. Pagal Europos Sgjungos Parlamento
reglamentuotus sprendimus pradéjus riboti fosfaty ir fosforo rugsties naudojimg valikliuose buvo
nuspresta kaip pakaitalg naudoti citriny rigst] ir jos druskas. D¢l savo mazo kenksmingumo tokie
valikliai daznai naudojami vamzdynams valyti gérimy ir maisto pramongje, taciau reikia pamineti,
kad pastaruoju metu sparciai daugéja ir buityje naudojamy valikliy, kuriy sudétyje yra citriny
rugsties. Citriny riigstis daugiausiai veikia kaip vandens kietumg mazinantis agentas, kuris surisa
kalcio ir magnio jonus, taip leisdamas veikti valikliuose esanfioms pavirSiaus aktyviosioms
medziagoms.

1.2.3. Citriny ragstis farmacijoje

Nors pagal sunaudojamus citriny riigSties kiekius farmacijos pramon¢ uZima ne auks$¢iausia vieta,
taciau del savo puikaus bioskaidumo citriny riigstis yra nepakei€iamas vaisty priedas. Farmacijoje
naudojama citriny rigstis turi biiti aukSto grynumo, nes daznai ji naudojama kaip vaisty priedas,
suteikiantis stabilumo ir pagerinantis vaisty tinkamumo naudojimui laikotarpj. Ypac¢ dideli kiekiai
farmacijoje sunaudojamos citriny riigsties yra sunaudojami kraujui saugoti. Cia ji naudojama kaip
nuo koaguliacijos apsauganti medziaga, kuri i$laiko krauja nesukres¢jusj. Citriny rtugstis taip pat
yra naudojama terpés rugStingumui palaikyti nuo kurios priklauso vaisty stabilumas ir
veiksmingumas. Vaistuose, savo sudétyje turinciuose gelezies, vario ar mangano jony, citriny
rigstis suformuoja kompleksinius junginius ir taip i$laiko aktyvigsias medziagas nepakitusias ir
nepraradusias savo aktyvumo.

1.2.4. Citriny ragsties dezinfekcinés savybés

Citriny rugstis pasizymi dezinfekcinémis savybémis, ypa¢ pries virusinés kilmés patogenus, todél
gali biiti naudojama dezinfekanty sudétyje. Ji veiksminga prie§ tokius virusus kaip rinovirusas ar
noravirusas, kurie ] organizmg patenka oraliniu biidu. Tai virusai, kuriy didziausias plitimas
stebimas Ziemos Saltuoju laikotarpiu ir vien nuo noroviruso kasmet pasaulyje mirSta apie 200
tikstanciy Zmoniy, 18 kuriy 50 tiikstanciy yra jaunesni nei 5 mety vaikai. Citriny riigStis apsaugo
nuo virusy plitimo pakeisdama terpés riigStinguma iki lygio, kurio virusai netoleruoja, taciau
noraviruso atveju citrato jonai prisijungia prie histidinui pritaikyty viruso grupiy taip uzkirsdama
kelig prisijungti prie Zzmogaus organizmo lgsteliy. Individams uzsikrétusiems noravirusu, vartojant
citriny rugst], sumazéja ligos simptomai ir pager¢ja savijauta. Taip pat atliekant serganciyjy
tyrimus buvo iStirta, kad citratas taip pat prisijungia prie trefoil-P-tipo srities, o tai, galimai,
indikuoja, kad citriny riigStis biity veiksmingas dezinfekantas ir ligos simptomus mazinantis
preparatas prie§ visas noraviruso atmainas. Citriny riigsties tirpalas su natrio laurilo sulfato priedu
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gali biiti sekmingai naudojamas kaip pavirsiy dezinfekavimo priemoné nuo noraviruso, rinoviruso,
perSalimo ir gripo virusy.

1.3. Krebso ciklo biocheminio mechanizmo pakreipimas tiksliniy produkty gavimui
1.3.1. Kodél Asperillus niger kaupia citriny ragstj?

Bendruoju atveju citriny riigtis susidaro visuose organizmuose, tatiau kai kurie organizmai
kaupia didesnius jos kiekius. Didelius kiekius kaupia Aspergillus genties pelésiniai grybai. Citriny
rugstis naudojama- kaip apsaugos priemoné konkuruojant dél maistiniy medziagy. Susidarant
dideliam aplinkinés terpés rugstingumui bakterijoms ir kitiems mikroorganizmams sudaromos
suboptimalios sglygos ir dél to nuslopinamas jy augimas ir jie sunaudoja mazesn¢ dalj ribojanciy
maistiniy medziagy. Aspergillus mikroskopiniai grybai gerai toleruodami zema terpés pH
naudojasi tuo ir taip gali sunaudoti didesnius kiekius maistiniy medziagy ir sukaupti didelius
kiekius citriny rugsties. Taciau, paprastai gamtoje néra tikslinga kaupti didesnius kiekius riigsties,
nei biitina patenkinti minimalius terpés pH palaikymo poreikius, tod¢l didele dalis pagaminamos
citriny ragsties sunaudojama vélesniuose Krebso ciklo etapuose [32]. Norint gaminti citriny ragstj
pramoniniu biidu reikia nuslopinti citriny ragsties sunaudojimg Krebso cikle. Mangano, fosforo ir
azoto ribojimas slopina anabolinius procesus A.niger viduje ir todél ima nykti baltymai ir mazéja
citriny ragsties suvartojimas Krebso cikle [7]. Tokiu biidu mikroorganizmas pradeda terpéje
kaupti perteklinius kiekius citriny riigsties.

Aspergillus niger gaminama citriny ragstis (2-hidroksi-1,2,3-propantrikarboksirtigstis) yra
pirmasis tarpinis produktas trikarboksiriigi¢iy cikle, kitaip dar vadinamame Krebso cikle. Sis
produktas pasigamina kondensacijos reakcijos metu, kai reaguoja acetilkoalinas ir oksalo acetatas.
Reakcijos metu vienas molis gliukozés yra paver¢iamas vienu moliu ATP ir trimis moliais NADH
ir moliu citriny riigsties, todél galima maksimali teoriné citriny rigsties iSeiga yra 1,067g 1§ vieno
gramo gliukozes.

1.3.2. Pramonéje naudojami budai didelei citriny rugsties iSeigai gauti

Pagrindinis pramong¢je taikomas biidas padidinti citriny riigSties kaupima terpéje yra sumazinti cis-
akonito riigsties ir izocitrato riig§ties gamyba. Siy riigi¢iy substratas Krebso ciklo metu yra citriny
rugstis, todél terpéje didéjant akonito ir izocitrato riig§¢iy kiekiui, mazéja tikslinio produkto kiekis.
Nepageidaujamy rugsciy gamyba yra sustabdoma maZinant fermentams veikti reikalingy
kofaktoriy koncentracija terpéje. Akonito riigStis susidaro akonitazei dalyvaujant sintezéje, kai
prisijungiamas kofermentas, kurio sudétyje yra gelezies. Dél to terpéje mazinant gelezies jony
kiekj, maz¢ja ir susidarancios akonito riigSties. GeleZies jonai jeina ir j akonitazés dehidrogenazés
kofermenty sudétj, todél atitinkamai sumazéja ir izocitrato rigsties. Mangano, fosforo ir azoto
ribojimas slopina anabolinius procesus A.niger viduje ir todél ima nykti baltymai. Baltymy
nykimas sukelia amonio jony mikroorganizme padidéjima. Sitas pokytis atsveria citriny rugsties
inhibavima fosfofruktokinazei (PFK-1) [25]. Fosfofruktokinazé tai vienas i$ tarpiniy fermenty
mikroorganizme atsakingy uz gliukozés ir fruktozés skaidyma j piruvatg [35]. Didelés NH** ir
gliukozés koncentracijos sulétina a-ketoglutarato dehidrogenazés susidaryma ir veikimg dél ko
yra sustabdomas citriny riigsties katabolizmas Krebso cikle. Kadangi mitybinéje terpéje néra Ca?*
jony, tai yra sustabdoma ir izocitrato dehidrogenazés veikla. Todél citratas ir izocitratas pradeda
kauptis [23]. Sitoks fermentacijos terpéje esanéiy medziagy ribojimas kontroliuoja fermenty
veikla ir veda prie didesnés citriny rigsties iSeigos.
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1.3.3. Fermentacijos iSeigos priklausomybé nuo reakcijos produkty

Fermentacijoje, kaip ir bet kurioje kitoje chemingje reakcijoje, produktai Iétina reakcijos greitj ir
mazina jos iSeigg. Tod¢l ir citriny rtgstis biosintezéje yra reakcijos inhibitorius. IStirta, kad citriny
rugstis slopina reakcija mazindama fosfofruktokinazés aktyvuma. Mazéjant Sio glikolizés
fermento aktyvumui, mazéja susintetinamas piruvato kiekis, taip pat ir citriny rugsties Kiekis. Tam,
kad fosfofruktokinazés aktyvumas nemazeéty, terpés sudétyje yra ribojamas mangano jony kiekis.
Patys mangano jonai nejeina j fosfofruktokinazés kofaktoriy sudétj, taciau, esant mangano jony
trikumui, baltymai nustoja gamintis ir vidulgstelin¢je ertméje padidéja amonio jony kiekis, kuris
geba anuliuoti citrato inhibavimo mechanizma fosfofruktokinazei [34]. Sitas mangano jony
ribojimas fermentacijos terpéje veikia keleriopai ir visos galimos poveikio priezastys dar néra
zinomos, taiau, faktas islieka, kad sumazéjus mangano jony, padidéja citriny rtgsties iSeiga.

1.3.4. Fermentai dalyvaujantys citriny riugsties kaupime terpéje

Citriny riigSties biosintezéje daugelis faktoriy veikia sinergetiSkai ir, tod¢él nustatyti vieno
parametro poveikj yra gana sudétinga. Norint labiau suprasti citriny riigSties sintezés mechanizma
buvo atkreiptas démesys j patj Aspergillus niger genoma. Buvo nustatyta, kad uz didelj citriny
rugsties kaupimg atsakingi keletas geny. Tai patvirtina genominiai tyrimai Aspergillus niger
kultiiry, kuriose buvo rasta papildomy mitochondring oksireduktaze ir citrato sintetazg
koduojanciy geny, o citrato liazés, cis-akonitazés ir izocitrato dehidrogenazés genai buvo maziau
iSreiksti. Tolimesniy tyrimy metu buvo nustatyta, kad, | genoma jterpus papildoma
fosfofruktokinazés geng citriny riigsties iSeiga padidéjo 70 % palyginus su kontroline kultiira.
Pakeitus mitochondring oksidoreduktaze Aspergillus niger genome citriny rugsties iSeiga padidéjo
net iki 169,19/l .

Jau gana ilgg laikg yra Zinoma kad susidarantis citratas ir atskylancios ATP molekulés stabdo
biosineze. D¢l Siy priezasCiy buvo pabandyta nuslopinti polifosfato hidrolizés genus ir tai
teigiamai paveike citriny riigsties i1Seiga, taciau, Sitas metabolinis biidas ir jo jtaka dar néra iki galo
suprasti, todel tai gali biiti potencialus biidas padidinti citriny riigSties iSeigg ateityje. Ateityje
tikimasi citriny rigsties gamybos mechanizmg pakreipti taip, kad produktas biity gaminamas
citoplazmoje ir sekretuojamas ] terpg. Tai pagerinty proceso iSeiga, taip pat palengvinty
fermentacijos terpés sudéties kontrolg ir atpiginty patj procesa, nes nebebiity reikalingas brangus
nepageidaujamy jony paSalinimas i§ fermentacijos terpes.

1.4. Mikroorganizmai naudojami citriny raigsties fermentacijai

Didelis skaicius skirtingy mikroorganizmy gamina citriny ragstj. | Siy mikroorganizmy gretas
iskaiciuojamos bakterijos, mielés ir, Zinoma, mikroskopiniai grybai. Taciau, 1§ visy Zinomy
mikroorganizmy ekonomiskai naudinga iSeiga pasizymi tik keletas mikroskopiniy gryby i$
Aspergillus genties ir keletas mieliy rasiy [17]. Tik mazas kiekis mikroorgnizmy geba kaupti
pramoninei fermentacijai tinkamus kiekius, nes citriny riigS§tis yra gaminama energijos
metabolizmo metu esant drastiSkam maistiniy medziagy imbalansui, kurio kiti organizmai
paprasciausiai netoleruoja. Penicillium luterum, P. purpurogenum, P. restrictum, P. janthinellum,
P. citrinum, Paecilomyces divaricatum, Mucor piriformis, Trichoderma viride, Sacharomycopsis
lipolitica, Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium sp, Candida lipolytica, C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. intermedia, C. parapsilosis, C. zeylanoides, C. fibriae, C. subtropicalix, C.
oleophila, Aspergillus niger, A. wentii, A. awamori, A. foetidus, A. fenicis, A. fonsecalus, A.
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fumaricus, A. luchensis, A. saitoi, A. usumii, Sie mikroorganizmai buvo placiau tyriné¢jami ir buvo
nustatyta, kad jie kaupia didesnius ar mazesnius citriny riagsties kiekius, taciau, populiariausias
mikroorganizmas citriny ragsties gamybai iSlieka A. niger dél gebéjimo fermentuoti jvairias pigias
zaliavas, dideliy citriny rugsties iSeigy ir salyginai lengvo auginimo proceso [14; 40].

1.5. Substratas citriny riigsties gamybai

Paprastai skystos fazés fermentacijai naudojama zaliava turi didelius kiekius monosacharidy arba
disacharidy. Tokie substratai dél savo didelés energetinés vertés paprastai pramonéje atranda ir
daugiau panaudojimo sri¢iy nei vien citriny riugsSties gamybai. Lengvas monosacharidy ir
disachardy bioskaidumas ir panaudojimas metabolizme lemia platy jy panaudojima ir dél to
padidéja zaliavos kaina. Citriny rtuigstis yra didmeninés gamybos produktas, kurio pridétiné verte
néra auksta, todél sieckiama fermentacijai naudoti kuo pigesn¢ zaliavg. Mazg zaliavos kaing daznai
diktuoja jos kokybé arba populiarumas kaip fermentacinés zaliavos. D¢l Siy priezas¢iy daznai
fermentacijai naudojami tokie cukriis, kurie néra rafinuoti ir savo sudétyje turi didel; kiekj
priemaiSy. Viena i$ placiausiai naudojamy zaliavy citriny rugsties skystos fazés fermentacijai yra
melasa, tadiau, naudojamos ir kitos zaliavos [8]. Melasa yra pasalinis produktas cukraus
rafinavimo procese, kuriame susikaupia visi mineraliniai elementai ir druskos. D¢l Siy
mikroelementy citriny rigsties fermentacija tampa sudétinga panaudojant melasg [5;6].

Aspergillus niger yra ypac jautrus kai kuriy mikroelementy pertekliui, todél prie$ fermentacija
butina juos paSalinti [30]. Tai paprastai gali buti atlickama dviem strategijomis. Pirmoji i§ jy yra
dazniau taikoma. Pagal ja i§ melasos yra paSalinami visi fermentacijos procesa stabdantys
katijonai jony mainy kolonomis arba kompleksiniais junginiais suriSanciais nepageidaujamus
metaly katijonus. Gauta i§valyta melasa naudojama fermentacijai pridedant reikiamus kiekius
butiny mikroelementy [18]. Toks budas reikalauja papildomy kasty jony mainy kolony
naudojimui, bet uZtikrina optimalia fermentacijos sudét] ir salyginai lengva fermentacijos
kontrolg. Kitas galimas zaliavos paruoSimo biidas yra terpés sudéties pakoregavimas pagal
labiausiai perteklinj komponentg. Tai paprastai biina vienas 1§ mikroelementy tokiy kaip gelezis
arba manganas. Taikant Siy mikroelementy jony koncentracijg kaip atskaitos ribg yra pridedama
kity gryninty terpés komponenty ir taip pasiekiama optimali terpés sudétis. Sis biidas reikalauja
didesnés proceso kontrolés ir tikslesniy zaliavos tyrimy , taciau, yra sglyginai pigesnis.

1.6. Alternatyviosios fermentacijos Zaliavos

Nors melasa ir i8lieka labiausiai naudojama Zaliava yra ir kitokiy zaliavy. Cukraus rafinavimo
procesams tampant vis labiau optimizuotais mazéja pasalinio produkto, kuris yra citriny riigsties
fermentacijos zaliava [24]. Todél stengiamasi ieSkoti vis naujy ekonomiskai prieinamy ir gerai
bioskaidziy Zaliavy. Viena i§ tokiy pladiau nagrinéjamy Zzaliavy yra celiuliozé [14]. Sio
polisacharido randama kiekvienoje pasaulio Salyje, nes jis yra pagrindiné augaly struktiiriné dalis.
Dél to biozaliavos auginimo ir transportavimo kastai stipriai sumazéja. Aspergillus niger pasizymi
celulaziniu aktyvumu ir todél gali dalinai suskaidyti celiulioze turincig zaliavg iki monosacharidy,
kurie gali bati fermentuojami ir sunaudojami citriny ragsties gamybai [19]. Nors ir Sie
filamentiniai grybai pasizymi fermentiniu aktyvumu celiuliozés skaidymui, taciau, Sis aktyvumas
yra gana menkas ir neiSreikStas. D¢l to iki Siol fermentuojant celiuliozing Zaliava buvo taikoma
kietos fazés fermentacija, kuri trunka ilgiau nei skystos fazés fermentacija ir turi prastesng citriny
rugsties iSeigg.
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1.7. Fermentinis Zaliavos apdorojimas ir fermentacija

Kaip ir buvo minéta daznu atveju Aspergillus niger isskiriami fermentai yra mazo aktyvumo ir dél
to fermentacija gali trukti ilgesnj laikg nei priimtina. Siekiant paskatinti celiuliozés suskaidyma
kartais naudojami papildomi fermentai, kurie dar labiau suskaido celiulioze iki gliukozés
molekuliy. Daziausiai naudojama celiulazés, celobiozés, ksilanazés ir kity didelio aktyvumo
fermenty misinys. Siais fermentais Zaliava galima suskaidyti prie§ fermentacija arba retesniais
atvejais naudoti fermentus fermentavimo metu kartu su filamentiniu grybu. Toks fermentacijos
tipas vadinamas vienalaike cukrinimo ir fermentacijos reakcija. Kai citriny rigsties fermentacijai
kartu su grybu naudojami fermentai proceso parametry kontrolei turi biti skiriamas ypac didelis
démesys, nes net ir menkai pakitus terpés parametrams tokiems kaip riig§tingumas fermentai
praranda dalj arba net visg savo aktyvumg. Taciau, toks procesas gali biiti atlickamas
nepertraukiamos fermentacijos biidu, kai zaliava yra nuolat tiekiama, o produktas paSalinamas i$
fermentacijos terpées.

1.8. Celiuliozinés Zaliavos apdorojimas

Apdorojant celiuliozing zaliava pirma butina jg apdoroti fizikiniais procesais, véliau chemiskai
arba fermentais. D¢l to dazniausiai zaliavos apdorojimas prie$ fermentacijg atlickamas dviem arba
trimis stadijomis. Pirmosios stadijos metu augalo plauSai yra susmulkinami norint padidinti
medziagos pavirsiaus plotg. Tai atlickama malimu, sprogdinimu vandens garais, ekstruzija ir kitais
fizikiniais zaliavos apdorojimo buidais. Po fizikinio apdorojimo zaliavos cheminé sandara btina
nepakitusi ir zaliavoje vis dar yra celiuliozés, hemiceliuliozés ir lignino, kurie yra tinklinés
struktiiros. Siekiant suskaidyti mikroorganizmui neprieinamas tinklines molekules yra
naudojamas cheminis Zaliavos apdorojimas. Sio apdorojimo metu didelio pavirsiaus ploto Zaliava
yra veikiama temperatiira ir riigStinés arba Sarminés kilmes tirpalais siekiant suardyti celiuliozéje
esancius skersinius rySius [18]. Kartais cheminis ir fizikinis apdorojimai taikomi toje pacioje
stadijoje. Suskaidzius skersinius celiuliozés rySius molekulé i§ tinklinés tampa linijine, o Sitokia
struktiirg geba suskaidyti filamentinio grybo Aspergillus niger sekretuojami fermentai [28;33].

1.9. Inokuliato sudarymas ir miceliy granuliy formavimasis citriny rigsties gamybai

Citriny riigsties gamybai ypa¢ svarbi Aspergillus niger filamentinio grybo tinkama struktira. Sig
struktiirg apsprendZia daugelis veiksniy ir jie, sporas terpéje, veikia sinergetiskai, nors ir vieni
parametrai turi didesne jtaka, nei kiti. Ar fermentacijos metu bus pagaminamas didelis kiekis
citriny riigSties paprastai galima nuspéti jau pirmosiomis fermentacijos dienomis. Gryby sporoms
sudarius filamentines padrikas struktiiras arba mazas ne vienodo dydzio granules galima teigti,
kad citriny ragsties gamybos iSeiga bus bloga [11]. Sporoms sudygus ir sudarius 1-2 milimetry
diametro miceliy sferines granules, galima tikétis geros citriny ruigsties iSeigos. Tinkamos micelés
granulés turi susidaryti i$ tankios hify struktiiros, kuriy galuose yra konidijos.

Vienas i$ pagrindiniy veiksniy tinkamoms miceliy granuléms susidaryti yra terpés riigStingumas
[39]. Tinkami riig§tingumo parametrai granuliy susidarymui skiriasi tarp jvairiy Aspergillus niger
mikroorganizmo modifikacijy, taciau, bendruoju atveju tinkamas terpés pH miceliy granuléms
susidaryti i§ spory yra tarp j 5-6 [31]. Kitas svarbus faktorius yra mikroelementy kiekis, kuris labai
priklauso nuo pradinés Zaliavos kokybeés ir tos Zaliavos gryninimo biidy. Mikroelementai jeina j
fermenty kofaktoriy sudétj, kurie tiesiogiai atsakingi uz reikiamy struktiiry grybo micelése
susidaryma citriny rigsciai gaminti. Dél to esant netinkamai terpés sudéciai Aspergillus niger
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struktiiros morfologiniai poky¢iai tampa negrjztami ir fermentacija nevyksta tinkamai [20]. Yra
pasteb¢jimy, kad kartu su mikroelementais svarbiis ir tokie jonai kaip amonio, fosfato ir ciano.
Ciano jonai néra pageidaujamas pasalinis priedas fermentacijos produkte, taciau, sudarant
inokuliatg ir siekiant uzauginti tinkamos strukttros filamentinio grybo micelines granules
skystoje terpéje yra tikslinga j terpés sudétj jtraukti ir tokius junginius kaip kalio ferocianata. Sis
kompleksinis junginys kartais tikslingai pridedamas ir j fermentavimo terpe, kai naudojama
prastesnés kokybeés zaliava, nes jis pasizymi chelatinimu ir geb&jimu suristi perteklinius gelezies
ir mangano dvivalencius jonus. Taip pat svarbus veiksnys tinkamoms miceliniy granuléms
susidaryti yra terpés aeravimas. Nesant pakankamai aeracijai Aspergillus niger neauga, nes $is
mikroorganizmas priklauso aerobiniy mikroorganizmy grupei. Taciau, esant per dideliam terpés
aeravimui sumazg¢ja anglies fiksacija ir dél to Zymiai sumazéja augimo greitis, todél aeravimas turi
buti optimalus. Su aeravimu susijgs veiksnys yra terpés maiSymas. Kada naudojami
fermentatoriai, kuriuose maiSymo funkcijg atlieka oras §i problema retai pasitaiko, taciau, maiSant
maiSykle ji gana daZna. Esant per didéliam maiSymo greiciui miceliy granulés nespéja susidaryti
ir padriki filamentiniai hifai yra disperguojami terpé¢je. Todél pramonéje daznai pasirenkami
airliftiniai fermentatoriai. Spory amzius taip pat turi jtakos tinkamam inokuliatui susidaryti.
Kartais néra tikslinga kiekvieno inokuliato sudarymo metu naudoti naujai pasétas grybo kultiiras
ir nuo jy nuplautas sporas, todél spory suspensija yra saugoma pavirSiaus aktyviosios medZiagos
vandeniniame tirpale. Taip saugant sporas jy aktyvumas maZzéja, taiau, tai ekonomiskai
efektyvesnis biidas, kai fermentacijai reikalingas daznas inokuliato sudarymas. Atlikus tyrimus
buvo nustatyta, kad spory aktyvumas pradeda mazéti po 2 saugojimo dieny ir per pirmgsias 15
dieny sumazeja 24 %, laikant suspensijg 4 °C temperatiiroje. Tiesa, aktyvumas nuo 15 iki 30
maz¢ja ne taip Zymiai. Spory aktyvumas priklauso ir nuo to kada yra paimamas méginys nuo Petri
1eksteliy. Optimalus laikas spory suspensijai suformuoti yra 3-4 dienos. Sporoms augant lékstelése
trumpesnj laikotarpj jos nespéja iki galo susiformuoti ir subresti, o laikant 1ékSteles dar ilgiau nei
4 dienas spory aktyvumas ima mazéti ir jos degraduoja.

1.10. Fermentacijos biidai citriny raigSties gamybai
1.10.1. Pavirsiné fermentacija

Pavir§iné fermentacija yra vienas 1§ paprasCiausiy ir pigiausiy fermentacijos bidy, kai yra
gaminama citriny ragstis. Sis gamybos biidas yra seniausias i§ visy citriny rigsties fermentavimo
budy, bet dél mazo efektyvumo, ilgo fermentavimo laiko ir didelés prieZitiros reikalavimy yra
mazai naudojamas. Sio proceso metu yra naudojami Zemam terpés pH atspariis negiliis loveliai.
Loveliai turi biti pagaminti i$ plastiky arba legiruoto plieno tam, kad j terpe neisskirtu metaly jony
del ragscios terpes poveikio. Loveliuose terpés yra iki 10 centimetry gylio, o ant §ios terpés
pavirSiaus susiformuoja 2-3 centimetry micelinis Aspergillus niger biomasés sluoksnis.
Loveliuose yra apie 50-100 litry fermentavimo terpés, o i§ vieno kvadratinio metro terpés kasdien
galima iSgauti 1,2-1,5 kg citriny rugsSties monohidrato. Fermentavimo metu loveliai yra
patalpinami ] specialig talpg kurioje palaikoma tinkama fermentacijai temperatiira, tiekiamas
sterilus oro srautas ir palaikoma optimali aplinkos drégmé. Kadangi Aspergillus niger grybas yra
priskiriamas prie aerobiniy mikroorganizmy jam biitinas tinkamas terpés aeravimas, o esant
didesnei nei 10% anglies dioksido koncentracijai terpéje fermentacija gali visiSkai sustoti.
Tiekiamo oro srauto debitas yra gana didelis ir visas patenkantis oras turi biiti i§valytas, tod¢l tai
technologiskai apsunkina procesg ir padidina gamybos kaStus. BiologiSkai Svarus oras ypac
svarbus pradinése fermentavimo stadijose, nes Sios stadijos metu terpés pH yra nustatoma tarp
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6,0-6,5, o tai lemia didele uzkrato galimybe kitais mikroorganizmais, dél kuriy substratas biity
sunaudojamas ne tikslingai ir sumazéty fermentavimo efektyvumas. Sporoms sudygus ir
prasidéjus fermentacijai terpés pH drastiSkai sumazéja, Sioje fermentavimo etapo dalyje pasalinis
uzkratas mazai tikétinas. Gamybos procesas yra atliekamas partijomis (batch), o tai padidina
sterilinimo reikalavimus prie$ kiekvieng fermentacijg [13]. Gautas produktas yra iStirpes terpéje,
taCiau, nemaza dalis citriny rtgsties pasilieka vidulgstelinéje ertméje, todé¢l siekiant didesnés
iSeigos biomas¢ yra filtruojama presuojant.

Pavirsinés fermentacijos procesas reikalauja mazesnés terpés sudéties kontrolés, o jdiegimo kastai
gana mazi, taciau, Sis biidas reikalauja daug darbo jégos dél ko iSauga iSlaikymo kastai.
Fermentacijos trukmé siekia 8-14 dieny priklausomai nuo terpés sudéties ir fermentavimo
parametry, bet gaunama citriny riigSties iSeiga siekia tik 70-80 % teorinés citriny rugsties iSeigos.

1.10.2. Kietos fazés fermentacija

Kietos fazés fermentacijos metu, kitaip zinomos kaip Koji fermentacija, substratui naudojamos
kietos Zemés tikio kilmés atliekos, kurios savo sudétyje turi didelj drégmés kiekj [10]. Dazniausiai
pasirenkamos tokios zaliavos, kurios savo sudétyje turi monosacharidy tai, dazniausiai, yra vaisiy
ir darzoviy zievelés ir iSspaudos. Retesniais atvejais panaudojami ir polisacharidai esantys
zaliavoje, tokiu atveju yra naudojami fermentai o -amilazés, kurie skaido krakmolingg zaliava.
Fermentacijos metu mikroorganizmo sporos ant kietos fermentavimo zaliavos paséjamas
aerozolio pavidalu [15].

Koji fermentacijos svarbiausias privalumas yra platus fermentuojamos zaliavos spektras i§ kurio
néra biitinumo pasalinti mikroelementus. Nors toks fermentacijos biidas turi mazesn¢ jtaka
Asergillus niger augimui dél mikroelementy kiekio, taciau, kiti parametrai turi biiti palaikomi, o
tai reikalauja fermentatoriy ir proceso geros kontrolés [3]. D¢l didelio pavirSiaus ploto padidéja
reakcijos greitis, bet padid¢ja ir drégmeés praradimas, tod¢l biitina uztikrinti pastovy aplinkos
drégnuma tam, kad substratas neprarasty drégmés. Substrato drégnis turi biiti palaikomas 65-70
% . Nors ir drégmés reikalavimai fermentacijai yra gana dideli Sitoks fermentacijos biidas
sunaudoja maziau vandens nei skystos fazés fermentavimo buidas. Fermentacija paprastai trunka
5-8 dienas, o jos metu terpés pH sumazéja iki 2. Sis procesas patrauklus savo jrangos paprastumu
ir jvairiy zaliavy prieinamumu, ta¢iau, maistinés medziagos esancios Zaliavoje néra iki galo
sunaudojamos fermentacijos mikroorganizmo, o tai zymiai sumazina reakcijos iSeigg ir
atsiperkamuma. Tikslinis produktas iSgaunamas filtruojant ir presuojant fermentacing terpg.

1.10.3. Skystos terpés fermentacija

Fermentacija skystoje terpéje yra pats populiariausias biidas citriny rigsciai gaminti. Skystos
fazés fermentacijos btidu pagaminama daugiau kaip 80 % visos pasaulyje suvartojamos citriny
rugsties. Fermentacija vykdoma fermentatoriuose kuriy taris priklauso nuo fermentatoriaus tipo.
Mechaninio mai§ymo fermentatoriai paprastai biina maZesnio tiirio, tai yra, 120-250 mé, o
airliftiniuose fermentatoriuose tiiris gali siekti 900 m?® [9]. Airliftiniai fermentatoriai yra
efektyvesni dél geresnio deguonies iStirpimo, todél galima ferementuoti didesnj tiiri zaliavos. Visa
citriny rugsties fermentacijai naudojama jranga turi biiti pagaminta i§ legiruoto plieno ar kitos
rugscioje terpéje nedegraduojancios medziagos. Svarbu kad aparatiiros struktiirinei elementai
netirpty rugscioje fermentavimo terp¢je ir taip nepakeisty terpés sudéties pertekliniais
mikroelementais, nes tai galimai pabloginty citriny ragsties iSeigag [41]. Fermentaciné terpé turi

20



biti gerai aeruojama, nes A. niger yra aerobinis mikroorganizmas kuriam butinas deguonis.
Fermentatoriuje deguonies koncentracijai sumazejus zemiau 20 % citriny riigSties gamyba sustoja.
Siekiant to iSvengti turi biiti palaikomas pastovus terpés aeravimo greitis kuris yra 0,2-1,0 vvm

[5].

Vienas i§ antriniy pozymiy indikuojantis tinkamg citriny rugsSties gamybos greit] yra
susiformavusiy miceliy granuliy dydis. Tinkamo dydzio laikomos 0,5-1,0 mm diametro sferinés
micelés su didelio tankio viduriniu hify sluoksniu ir i§si§akojusiu i$orinio. Siy granuliy dydis gali
biti kontroliuojamas Fe/Cu jonais, taiau, $iy jony net ir nedidelis perteklius gali stabdyti citriny
rugsties iSskyrimg | terpe, todél pramonéje daznai naudojama dviejy fermentatoriy taktika.
Pirmajame fermentatoriuje suformuojamas inokuliatas, kurj sudaro 0,5-1,0 mm micelinés
granulés, tam mikroorganizmas paveikiamas Fe/Cu jonais ir fermentacija vykdoma kol
susiformuoja tinkamas biomasés kiekis. Siame fermentatoriuje terpéje taip pat yra cianido jony ir
nustatytas mazesnis aeravimo greitis, bei maiSymas, tam kad nebiity suardytos besiformuojancios
miceliy granulés. | antrajj fermentatoriy yra perkeliamas inokuliatas ir pradedama citriny rigsties
fermentacija. Citriny rigsties gamybos fermentatoriuje yra ribojama mikroelementy koncentracija
kuri skatinty biomasés augimg. Inokuliato fermentatorius yra Zymiai mazesnis lyginant su citriny
rugsties fermentatoriu ir sudaro tik 1/10 jo tiirio dalj.

Fermentavimui naudojamos anglies $altiniai savo sudétyje turi mikroelementy priemaisSy, kurios
stabdo fermentacija, todél naudojamos jony mainy kolonos arba kalio ferocianidas Siems
mikroelementams paSalinti. Prasidéjus citriny rigsSties gamybai substrato suvartojimas tampa
zymus ir lengvai nustatomas fotometrinémis kiekybinémis reakcijomis. ISskiriama citriny ragstis
taip pat gana drastiSkai sumazina terpés pH. Visa likusj fermentavimo laikotarpj terpés
rigStingumas daZniausia iSlieka Zemesnis nei pH 2 verté. Tokioje terpéje gali iSgyventi nedaugelis
mikroorganizmy, todél uzkrato tikimybé paSalinémis kultiiromis priartéja prie nulio. Dél didelio
fermentacijos tiirio gamybos procesas labiau atsparus terpés pokyciams, todél gali biti
panaudojama jvairesné¢ zaliava. Taciau, kartais susidaro putos kurias butina paSalinti
mechaninémis puty Salinimo priemonémis arba priedais tokiais kaip augalinés kilmés riebalai,
kurie pakeisty pavirSiaus jtempj. Del sudétingesnés fermentavimo jrangos reikia didesniy
intelektiniy iStekliy valdyti procesg, bet gaunama citriny rigSties iSeiga po 7-10 dieny
fermentavimo siekia 70-90 %.

1.10.4. Vienalaiké sacharifikacijos ir fermentacijos reakcija

Si reakcija yra efektyviausias biidas citriny riigdciai gaminti i§ lignoceliuliozinés Zaliavos. Siame
fermentacijos metode vienu metu vyksta du procesai, tai yra lignoceliuliozinés zaliavos skaidymas
fermentais ir citriny riigSties gamyba i§ suskaidytos Zaliavos. Fermentacin¢ Zaliava pries
fermentacija yra apdorojama sieros rigSties tirpalu ir Sios riigStinés hidrolizés metu
lignoceliuliozeéje nutriiksta skersiniai rySiai, tai leidzia fermentams efektyviai vykdyti skaidyma
fermentacijos metu, kai yra naudojami tik fermentai, kaip ir bet kurioje kitoje reakcijoje, ribojantis
veiksnys stabdantis fermenty veiklg yra reakcijos produktai, kuriy didzigjg dalj Siuo atveju sudaro
gliukozé [27]. A. niger gliukozg pasisavina ir taip jgalina fermentus toliau skaidyti pradinj
substratg [16]. Kadangi gliukozés suvartojimas citriny riigSties gamybai mazesnis nei fermenty
pagaminamas gliukozeés kiekis filamentinis grybas nepritriiksta substrato citriny riigsties gamybai.
Reakcija létina tik temperatiiriniai parametrai. Fermenty optimali veikimo temperatiira yra
mazdaug 50 °C, o optimali Aspergillus niger augimo temperatiira yra 25-30 °C dél to SSF
vykdoma 35 °C temperatiiroje [11]. Dél didesniy zaliavos daleliy esminis parametras turintis jtaka
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reakcijos kokybei yra aeravimo rézimas. Tinkamas aeravimo rézimas reikalingas ir tam, kad
uztikrinti pakankamg deguonies kickj aerobiniam A. niger mikroorganizmui. Deguonies
pasisavinimg visame fermentacinés terpés tiiryje stabdo tarp substrato daleliy susidarantys
filamentinio grybo hifai, nors ir hidrolizuojamos lignoceliuliozés klampa mazéja. Taciau,
uztikrinus tinkamg aeravimo rézima, kai fermentacijos terpéje yra iki 30 % celiuliozinés Zaliavos
gaunama 136,3 g/l citriny rugsties. Ekonomiskai efektyvesnis metodas sudaromas tada kai ]
fermentacijos terpéje yra iki 25 % lignoceliuliozinés Zaliavos, tokiu atveju fermentacija trunka tik
168 h, o gaunama citriny riigsties iSeiga siekia 120 g/I. Taikant atskirus skaidymo fermentais ir
citriny riigSties procesus gaunama reakcijos iSeiga yra mazesné, o suvartojamo vandens ir
energijos kiekiai didesni nei SSF. Preliminariais skai¢iavimais i§ lignoceliuliozinés Zaliavos
gaunamos citriny ragsties kilogramo kaina yra $0,603 [37]. Sitoks fermentavimo efektyvumas
kartais pranoksta net ir tradicinius fermentavimo biidus, kuriuose panaudojamos

monosacharidinés arba disacharidinés zaliavos ir todé¢l suformuoja konkurencingg produkto kaing
[26].

1.11. Faktoriai turintys jtaka citriny riugsties gamybai
1.11.1. Anglies Saltinis

Citriny rugsties fermentacijai kaip substrata Aspergillus niger panaudoja mono arba disacharidus
[2]. Gebéjimo pasisavinti polisacharidus filamentinis grybas neturi, taciau, yra keletas
modifikuoty mikroorganizmo variacijy kurios turi gerai iSreikStus fermentus jgalinancius
suskaidyti polisacharidines zaliavas uz Iastelés riby fermentacinéje terpéje. Dazniausiai
fermentacijai pasirenkama naudoti yra gliukozé kuri gaunama i§ krakmolo jj pries tai hidrolizavus
fermentais, taciau, gliukozeé gali buti ir kitokios kilmeés. Fermentacijai tinka ir sacharoz¢ arba
fruktoze, taciau Sios naudojamos reciau dé¢l zaliavose esanciy priemaiSy. Paprastai citriny riigSties
gamybai pasirenkamos Zaliavos néra labai grynos, d¢l gryninimui reikalingy papildomy iStekliy,
taCiau, krakmolo hidrolizés metu susidaranti gliukozé savo sudétyje turi mazai fermentacijg
stabdanciy priemaiSy tod¢l yra labiausiai priimtina Zaliava. Kaip alternatyvus anglies Saltinis
naudojama ir melasa, taciau, dél joje esanciy priemaiSy fermentacija vykdoma sunkiau ir
reikalauja papildomy gryninimo zingsniy. Melasoje paprastai yra susikaupes didelis kiekis
katijony kurie turi biiti pasalinami jony mainy kolonomis arba suriSami kalio ferocianatu [13].
Citriny rugsties gamybai reikalinga didelé anglies $altinio koncentracija terpéje. Esant didelei
cukraus koncentracijai terp¢je sustabdoma a-ketogliutarato dehidrogenazés veikla Krebso cikle, o
tai leidzia prasidéti citriny riigSties gamybai, nes citratas nebéra sunaudojama medziaga, o yra
sekretuojama ] fermentacijos terpe. Dél Sios prieZasties substrato koncentracija fermentacijos
terpéje turi buti 14-22%. Cukraus koncentracijai sumazejus iki 2,5% citriny riigSties gamyba
sustoja. Dél didéjanciy Zaliavos kainy pramonéje ieskoma alternatyviy Zaliavy Saltiniy citriny
rugsties gamybai ir viena 1§ tokiy Zaliavy yra lignoceliuliozés hidrolizatas. IS lignoceliuliozés
gaunamas cukrus jg suskaidant celulaze, o jj lengvai pasisavina A.niger [12].

1.11.2. Azoto ribojimas

Azotas yra viena i$ esminiy struktiiriniy elementy Aspergillus niger miceliy susiformavimui.
Azotas jeina ] struktiiriniy baltymy sudétj, todél esant jo trikumui nesusiformuos tinkamos miceliy
granulés, o esant jo pertekliui susiformuos per didelé biomase ir nesusiformuos miceliy granulés

22



tinkamos citriny rtigsties gamybai. Tai pat terpéje esant azoto pertekliui susidaro oksalo riigsStis
kuri yra nepageidautinas produktas citriny riigSties gamyboje. Azoto koncentracijai fermentacijos
terp¢je virsijus 0,25% sudéties ima formuotis nepageidaujama oksalo riigstis. Oksalo ragsties
koncentracija yra ribojamas galutiniame produkte, nes didesné Sios rugsties koncentracija gali
sukelti virSkinimo susirgimus vartojant maistg.

Tinkamiausia forma Aspergillus niger azoto pasisavinimui yra laikomas azotas esantis amonio

jony sudétyje. Todél terpés sudéties tinkamiems parametrams nustatyti yra naudojamas amonio
sulfatas. Retesniais atvejais naudojamas ir amonio nitratas, taciau, jis daZniau siejamas su per
dideliu biomasés formavimusi fermentacijos metu. Naudojant ne grynus reagentus, o
fermentacines zaliavas papildomas azoto Saltinis retai kada naudojamas, nes pakankamas amonio
jony kiekis randamas zaliavoje.

1.11.3. Fosforo ribojimas

Fosforas ir azotas Aspergillus niger biomasés augimg veikia sinergetiSkai. Fosforo kiekis
fermentacijos terp¢je kaip ir azoto kiekis turi biiti ribojamas. Esant fosforo pertekliui prasideda
perteklinis biomasés augimas ir susidaro nepageidautiny organiniy riig§¢iy sintezé, nes fosforas
svarbus Krebso ciklo fermenty veiklai. Tinkamiausias fosforo Saltinis A.niger yra pasisavinamas
fosfato jony pavidalu. Dazniausiai naudojamas priedas tinkamam fosforo kiekiui fermentavimo
terpéje palaikyti yra kalio dihidrofosfatas. Priklausomai nuo to koks fermentacijos budas
pasirenkamas reikiamo fosforo kiekiai svyruoja, taciau, jo koncentracija terpéje turi buti 0,5 ir 5,0
g/l. Kietos fazés fermentacijoje reikalingas didesnis kiekis fosforo, nei skystos fazés
fermentacijoje. Didesnis poreikis siejamas su létesne medziagy apykaita fermentuojamoje terpéje
ir létesniu medziagy pasisavinimu.

1.11.4. Mikroelementai

Citriny rugsties fermentacijai labai svarbi terpéje esan¢iy mikroelementy koncentracija, nes Sie
veikia kaip fermenty dalyvaujanéiy Krebso cikle kofaktoriai. Aspergillus niger ypac¢ jautrus
dvivalenéiy metalo jony koncentracijai [1]. Labiausiai neigiamai citriny ragsties iSeiga veikia
geleZies ir mangano jonai, taCiau, svarbiis ir vario, magnio bei cinko jonai. Jautrumas
mikroelementy kiekiui priklauso nuo fermentavimo turio ir medziagy prieinamumo, todél skystos
fazés fermentacija yra jautresné terpés pokycCiams lyginant su kietos terpés fermentacija.
Optimaliomis saglygomis Aspergillus niger fermentacijos terpéje turi bati 0,3 ppm cinko, 1,3 ppm
gelezies ir 0,256 ppm vario. Esant tokiems parametrams susiformuoja ir yra palaikoma tinkama
miceliy granuliy struktiira ir dydis, o fermentacijos iSeiga maksimizuojama ir palengvéja produkto
atskyrimas nuo filamentinio grybo. Padidéjus bent vienam mikroelemento kiekiui nebepasiekiama
maksimali fermentacijos iSeiga [21].

Manganas reikalingas lasteliy sieneliy, antriniy metabolity ir spory susidarymui tinkamam
susidarymui, jo koncentracijai virSijus 3 ppm koncentracijos ribg pradeda formuotis per didelis
biomasés kiekis, o koncentracijai padidé¢jus 10 mg/l citriny rugsties iSeiga sumazéja 50%.
Padidéjus gelezies dvivalenéiy jony koncentracijai terpéje jaktyvuojama akonitazeé. Sis Krebso
ciklo fermentas susidarant] citratg vercia j akonito riigS§t] kuri yra nepageidaujamas produktas
citriny riigSties gamybos metu, o taip pat Zenkliai sumazéja citriny rugsties iSeiga. Fermentacijos
metu susidaranti riigsti terpé geba 1§ metaliniy pavirsiy iSplauti Siuos mikroelementus, todél biitina
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fermentacijos talpas parinkti i$ riigStims atsparios medziagos ir kontroliuoti fermentacijos terpes
sudeétj.

1.12. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Citriny ragstis- tai trikarboksiliné rigstis, kuri yra placiai naudojamo jvairiose pramonés srityse.
Taip pat $i rugstis susidaro kiekviename organizme Krebso ciklo metu, citrato sintetazei veikiant
acetic-CoA ir oksalo acetatg. Jos paklausa kiekvienais metais auga. Vidutiniski kasmet
pagaminamas citriny ragsties kiekis iSauga 3-4%, o rinkos verté jau 2016 m. sieké 2,89 milijardo
JAV doleriy. Did¢jant paklausai atsiranda vis daugiau gamykly, kurios gamina citriny ragstj todél
budai leidziantys optimizuoti citriny riigsties fermentacijos procesa yra ypac svarbiis. Daugiausia
citriny riagstis gaminama fermentavimo biuidy. Daugelio mokslininky tyrimais nustatyta, kad
daugiausiai citriny rugsties produkuoja Aspergillus niger grybas, kuomet terpéje yra didelis
substrato kiekis. Todél batent Sis filamentinis grybas naudojamas citriny ragsties fermentavime.
Siekiant gauti geriausius kaSty ir citriny rugsSties kiekio santykj kaip Zaliava naudojamos
ramoninés atliekos, kurios savo sudétyje turi didelj kiekj anglies junginiy, kuruos galima
panaudoti citriny riigSties gamybai. Dél atrandamy naujy galimy Zaliavy, panaudojant papildomus
fermentus, fermentacijai, tokiy kaip popieriaus atliekos ar Siaudai atsiranda galimybé citriny
rugsties gamybai ir Salyse kuriose placiai vystoma zemdirbysté, tokiose kaip Lietuva.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Tiriamasis objektas

Citriny riigSties fermentacijai naudojami procesai gali biiti suskirstomi j kelias stadijas, o Sios j dar
keleta sudedamyjy, tarpiniy, ir pasiruoSimo stadijy. Siekiant, lengviau suprasti gamyboje
vykstancius procesus lengviausia naudoti blokschema, kuri nors ir neaprépia visy fermentacijos

aspekty, kai naudojamos skirtingos pradinés zaliavos, bet atvaizduoja esminius etapus.

Cheminis apdorojimas = sl Fizikinis apdorojimas f— Zaliava

|

Fermentinis apdorojimas

|

Dejonizavimas
l Terpés paruogimas .dsper‘gfifus Niger kultiros
UEANgIninmas
Culzans kiskio nustatymas 4'
---*
Stenlizavimaz Spom suspendavimas

Sporu pridéjimas j mit;-ﬁ'm’.g// Citrinu riizdties

tafg koncentracijos nustatymas

Citrinn riigéties fenmentacija

\I:kuxin substrato kielio

Citrinu riigities 15skyrimas

}

Citrinu riigéties gryninimas

nustatymas

2.1 pav. Citriny riigSties fermentacinés gamybos schema

2.2 Naudotos aparatiiros sarasas:

e Spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280”

e Laminaras ,,Telstar BV-100”

o Centrifuga ,Hettich Universal 320R’

e pH-metras ,,WinLAb”

e Vandens vonelé ,,BIOSAN BWT-U”

o Autoklavas ,,CertoClav”

e Termostatuojamas kratytuvas ,,BIOSAN ES-20”
e Svarstyklés ,,Shimadzu*

e Magnetiné maisyklé ,,Heidolph MR Hei-Tec”

e Mufeliné krosnis ,,SNOL 12/1100 LSCO01«
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2.3. Tyrimams naudotos medzZiagos

2.1 lentelé. Naudotos medZziagos.

Reagento pavadinimas

Cheminé formulé

Gamintojas

Sacharoz¢ C12H22011 Eurochemicals, Lietuva
Natrio nitratas NaNO3 Eurochemicals, Lietuva
Gliukozé CeH1206 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Natrio Sarmas NaOH SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Fruktoze CeH1206 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Maltozé C12H22011 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Sieros rugstis H2SO4 Lach-Ner, Cekija

Acto anhindridas C4H603 Eurochemicals, Lietuva
Agaras (C12H18009)n SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Piridinas CsHsN Eurochemicals, Lietuva
Magnio sulfatas MgSO4 Eurochemicals, Lietuva
Mangano sulfatas MnSO4 Lach-Ner, Cekija

Amonio sulfatas (NH4)2S04 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Gelezies sulfatas FesO4 Eurochemicals, Lietuva

Kalio divandenilio fostatas | KH2PO4 Eurochemicals, Lietuva
Dikalio vandenilio fosfatas | KzHPO4 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Sojos peptonas Liofilchem, Italija

Tween-80 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Kalio ferocianatas KsFe(CN)s SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Kalcio oksidas CaO Eurochemicals, Lietuva

DNS C7H4N207 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Kalio Natrio tartratas KNaC4H406 Eurochemicals, Lietuva
Natrio Sarmas NaOH Eurochemicals, Lietuva

Celiuliaze

SIGMA-ALDRICH, Vokietija

CeluStar XL

Dyadic Internationa, JAV
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Natrio citratas NasCeHsO7 Lach-Ner, Cekija

Citriny ragstis CsHsO- Eurochemicals, Lietuva
Bulviy dekstrozés agaras SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Kalcio hidroksidas Ca(OH): Eurochemicals, Lietuva
Natrio karbonatas Na2CO3 Labochema, Lietuva
Etilacetatas C4HsO2 Eurochemicals, Lietuva

Vario sulfatas CuSOq4 Eurochemicals, Lietuva

2.4. Tyrimo metodai:
2.4.1. Tinkamo spory kiekio i fermentavimo terpe paséjimas

Sporos fermentavimo terpés paséjimui naudojamos i$ uzauginty Petri I€kstelése Aspergillus niger
kolonijy. Iprastai sporos j fermentacijos terpg pasé¢jamos spory suspensijos formoje. Norint sporas
suspenduoti tirpale reikalinga naudoti pavirSiaus aktyvigsias medziagas, nes naujai uzaugintos
gryby kultiros pavirSius pasizymi hidrofobinémis savybémis. Kultiiros pavirSiaus
hidrofobiskumas sumazinamas panaudojant 0,01 % Tween-80 tirpalg. Sio tirpalo ant vienos Petri
1ekstelés uzpilama 10-15 ml. Petri Iékstelés pavirSius lengvai pajudinamas séjimo kilpele norint
nuo konidijy nupurtyti prikibusias sporas. Susidariusi spory suspensija prafiltruojama pro stambios
frakcijos filtra, taip pasalinamos pasalines priemai$os ir terpés likuéiai. IStiriama spory suspensijos
$viesos sugertis 550nm 3viesos bangos ilgyje. Sviesos sugertis istiriama spektrofotometru
“Shimadzu UV-1280”. Sviesos sugertis tiesiogiai priklauso nuo spory kiekio suspensijoje.
Optimalia spory suspensijos sugertimi priimta laikyti 1,150 A. Toks suspensijos §viesos sugérimas
artimiausiai atitinka rekomenduojama 10° spory/ml spory suspensijos koncentracija. Esant
didesnei spory koncentracijai suspensija praskiedziama distiliuotu vandeniu iki tinkamos Sviesos
sugerties. Fermentacijos pradiniy parametry atsikartojamumui uztikrinti j 50 fermentavimo terpés
tiirio daliy paséjama 1 gautos spory suspensijos tiirio dalis.
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2.2 pav. Ant standzios terpés uiaugintos Aspergillus niger mi'kroorganizmas.

2.4.2. Citriny rugsties gavimas iS sacharidy:

Aspergillus niger fermentacija atlieckama termostatuojamame kratytuve “BIOSAN ES-20” esant
28-30°C laipsniy temperatiirai ir vykstant maiSymui 190 apsisukimy per minute greiéiu.
Fermentacija vykdoma rlgStims atspariose talpose, tai yra, stiklinése kolbose. Kadangi
fermentuojamas mazas terpés turis, deguonis papildomai netiekiamas j terpe, nes pavirSiaus ploto
ir tiirio yra pakankamas dujy mainams vykti.

Fermentacijai naudojama skysta sintetiné terpé¢ rekomenduojama citriny riigSties gamybai
P.Chellapandi knygoje [ Laboratory Manual in Industrial Biotechnology ]. Sios terpés
rigstingumas pradzioje fermentacijos nustatomas 5-6 naudojant sieros rtgsties tirpalg ir pH-metra
“WinLADb”. Toks terpés rigstingumas nustatomas siekiant paskatinti spory sudygimg ir biomasés
augimg. Terpés komponentin¢ sudétis pateikta 2.2 lenteléje. Siekiant nustatyti tinkamiausia
anglies Saltinj naudota sacharozé, maltozé, celiuliozés hidrolizatas, fruktozé. Papildomy terpés
komponenty koncentracija ir sudétis visiems tinkamy anglies Saltiniy bandymas naudoti tokie
patys. Anglies Saltiniy koncentracija nekeista ir iSlaikyta tokia kaip rekomenduojama ,,Laboratory
Manual in Industrial Biotechnology* knygoje, tai yra 12 g, kai fermentacijos terpés tuiris lygus 100
ml. Fermentacijos metu susidariusios citriny ragsties kiekis, likes substrato kiekis ir terpés pH
nuolat stebimi aprasytais metodais ir duomenys fiksuojami pasikartojanciais laiko intervalais.
Tyrimais nustacius, kad citriny rigsties koncentracija terpéje ima mazéti, fermentacija yra
nutraukiama ir uzfiksuojamas fermentacijos laikas reikalingas didziausiai citriny rtgsties iSeigai
gauti. Pasirinkus tinkamiausig anglies $altinj fermentacija toliau vykdoma naudojant pramonines
atliekas, kuriose yra tikslinio anglies $altinio.
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2.2 lentelé. Fermentacijos skystoje fazé¢je mitybiné terpé

Medziaga Kiekis
gliukoze 129
K2HPO4 0,19

(NH4)2S04 0,39
KH2PO4 0,19
MgSOg4 10 mg

FeSO4 1 mg
MgSOg4 1mg
H20 100 mi

2.4.3. Citriny rugsties koncentracijos nustatymas

Citriny riigsties koncentracija terpéje buvo tiriama spektrofotometriniais metodais panudojant
spalvines reakcijas, kuriy intensyvumas tiesiogiai koreliavosi su citriny riigsties koncentracija.
Rusva spalva tiriamame méginyje susidaro sumaisius su acto anhidrida, piriding ir bandinj kuriame
yra citriny ragsties. Priklausomai nuo to kiek stiprus spalvos intensyvumas pradinis méginys
praskiedZziamas atitinkamai ir reakcija pakartojama, o gautas spalvotas tirpalas iStiriamas
spektrofotometru “Shimadzu UV-1280” 420nm bangos ilgyje.

Tyrimui naudojamas 1 ml filtruotos skystos terpés, kuri sumaiSoma su 1ml piridino, o po poros
minuciy jpilama ir 5 ml acto anhidrido. Visas mégintuvélio turinys sumaiSomas ir kaitinamas
vandens vonel¢je ,,BIOSAN BWT-U” 32 °C temperatiiroje. Pragjus skirtam laiko tarpui visa
meéginyje esanti citriny riigStis sureaguoja sudarydama rusvos spalvos tirpalg. Tiriami méginiai
palickami kelioms minutéms atvésti ir iSmatuojami spektrofotometru naudojant kvarcines
kiuvetes. Gautas rezultatas prilyginamas 1§ anksto sudarytai kalibracinei kreivei ir pagal tai
apskai¢iuojamas fermentavimo terpéje esantis citriny rugsties kiekis.

Kalibraciné kreivé sudaroma istiriant zinomos koncentracijos citriny rigsties vandeninius tirpalus.

Sie tirpalai istiriami apra$ytu biidu ir pagal tai kaip kinta §viesos sugertis braizoma sugerties
priklausomybé nuo citriny riigSties koncentracijos tirpaluose.
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2.3 pav. Citriny riigSties koncentracijos nustatymo reakcija su skirtingos koncentracijos
fermentacinés terpés tirpalais.

2.4.4. Alternatyvus metodas citriny riigsties nustatymui

Citriny rugstis reaguoja su vario (II)- amonio jony spalvotu kompleksiniu junginiu sudarydamas
skaidrius junginius. Sie junginiai mazina $viesos sugertj ir skaidrina tiriamg tirpala, pagal tai
galima nustatyti citriny rugsties kiekj terpéje. Reaguojant vario- amonio kompleksui su citriny
rugStimi susidaro vario- citrato kompleksas, kurio spalva yra Sviesesné ir skiriasi nuo pradinio
reagento spalvos. Siekiant iStirti sureagavusio reagento kiekj ir susidariusio vario-Citrato
komplekso kiekj tirpaly Sviesos sugertis matuojama prie skirtingy Sviesos bangos ilgiy. Tokiu
biidu sumaZinama galimybe, kad kitos terpés sudétinés medziagos iSkreips bandymy duomenis.

Tyrimui paruoSiamas vario komplekso tirpalas sumaisant 2,4968 g CuSOas x 5H20, 4,28 g NH4Cl,
6 ml koncentruoto amoniako ir iStirpinant medziagas 50 ml distiliuoto vandens. Reagento pH
nustatomas su 1 M NaOH iki 9 reikSmés, o visas tirpalo tiiris papildomas iki 100ml distiliuotu
vandeniu. I§ fermentavimo terpés paimamas 2 ml méginys ir sumaiSomas su vario kompleksu,
bendras mégintuvélio tiiris papildomas distiliuotu vandeniu iki 10 ml zymos. Reakcija vykdoma 5
minutes kambario temperatiroje. Reakcijai jvykus bandinys iSmatuojamas spektrofotometru
“Shimadzu UV-1280” dviems skirtingais bangos ilgiais, tai yra nusta¢ius sugertj 600 nm bangos
ilgyje ir 750 nm bangos ilgyje. Gauti rezultatai palyginami su sudarytomis kalibracinémis
kreivémis i§ zinomy koncentracijy citriny rigsties tirpaly, iStirty Siuo metodu.

2.4.5. Cukraus kiekio nustatymas pagal P.Chellapandi

Tiriant cukraus kiekj terpéje naudojamas Svieziai paruoStas reagentas reaguojantis su terpeje
esanciais monosacharidais. Sis reagentas paruosiamas sumai$ant du tirpalus A) ir B). Tirpalas A)
paruoSiamas sumaiSant vieng gramg 3,5-dinitrosalicilo rtigsties (DNSA) su 40 ml 1 N NaOH
tirpalu. Tirpinant DNSA bitina tirpalg palengva Sildyti ir nuolat maisyti, tol kol iStirpsta visos
nuosédos ir tirpalas tampa skaidrus. Jei tirpalo temperatiirai pasiekus 70 °C tirpalas nenuskaidréjo
patartina j jj pripilti dar papildomus 20 ml distiliuoto vandens. Tirpalas B) paruoSiamas iStirpinant
30 g kalio natrio tartrato 30 mililitry karsto distiliuoto vandens. Paruosti A) ir B) tirpalai sumaiSomi
ir bendras reagento tiiris papildomas iki 100 ml distiliuotu vandeniu. Gautas reagentas yra jautrus
Sviesai, tod¢l saugomas Sviesai nepralaidzioje taroje.
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Svieziai paruosto reagento vienas mililitras sumai$omas su 1 ml tiriamojo fermentacijos terpés
méginio ir pakaitinamas 85 °C vandens vonioje 15 minuciy. Praéjus reakcijai skirtam laikui
meégintuveliai atvésinami iki kambario temperatiros ir praskiedziami iki 5 mililitry Zymos.
Pasibaigus reakcijai tirpale susidaro spalviniai junginiai, kuriy intensyvumas priklauso nuo
cukraus koncentracijos fermentavimo terpéje. Esant mazesnei cukraus kiekio koncentracijai
tirpalas yra skaidresnis. Norint zinoti tikslig monosacharidy koncentracija terpéje, gautas reakcijos
tirpalas analizuojamas spektrofotometru “Shimadzu UV-1280" 540 nm §viesos bangos ilgyje.
Gautas §viesos sugerties rezultatas prilyginamas kalibracinés kreivés duomenims. Si kalibraciné
kreivé sudaroma i§ Zinomos cukraus koncentracijos tirpaly, iStiriant juos apraSytu metodu.

2.4 pav. Cukraus koncentracijos nustatymas fermentavimo terpése

2.4.6. Alternatyvus metodas cukraus Kiekiui nustatyti

Cukraus kiekis fermentavimo terp¢je gali buti nustatomas Benedikto reagentu. Benedikto
reagentas sudarytas i§ vario kompleksinio junginio. Sis kompleksinis junginys gaunamas
sumaiSant distiliuvotame vandenyje iStirpintus 10 g NaCOs su natrio citrato vandeniu tirpalu
kuriame iStirpe 17,3 g natrio citrato. Gerai sumaisius pradinius du tirpalus pridedama ir vario
sulfato tirpalo kuriame iStirpe 1,73 g vario sulfato. Gauto reagento bendras tirpalo turis papildomas
distiliuotu vandeniu iki 100 ml zymos. Reakcija vykdoma 5 minutes 90 °C temperatiiroje vandens
vonioje “BIOSAN BWT-U”. Gautas tirpalas nufiltruojamas arba nucentrifuguojamas siekiant
tirpalg atskirti nuo vario nuosédy. Filtratas iStiriamas spektrofotometru “Shimadzu UV-1280”
680nm bangos ilgyje. Gautas $viesos sugerties rodiklis palyginamas su kalibracine kreive sudaryta
1§ iStirty zinomy cukraus koncentracijos tirpaly. Gautos vario nuosédos pasveriamos analitinémis
svarstyklémis.

Sis reagentas aptinka redukuojanéius cukrus, tadiau kadangi esant rigi¢iai terpei sacharozé
hidrolizuojasi galima aptikti ir tokioje terpéje likusiy disacharidy kiekj. Benedikto reagentu
cukraus kiekis gali buti nustatomas dvejopai: tiriant redukuoto reagento Sviesos sugert] 680nm
Sviesos bangos ilgyje arba iSmatuojant i$siskyrusio vario svorj. Siekiant iSmatuoti i$siskyrusio
elementinio vario svorj reikalingos didelio tikslumo svarstyklés arba didesnis bandinio kiekis,
todel vario iSsiskyrimo reakcija yra labiau kokybiné nei kiekybiné. Norint nustatyti méginyje
esancio redukuojancio cukraus kiekj reikia sudaryti kalibracing kreive su Zinomos koncentracijos
cukry tirpalais.
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2.4.7. Pramoniniy atlieky tinkamumo fermentavimui nustatymas

Aspergillus niger geba augti ant lignoceliuliozinés zaliavos dél i$skiriamy fermenty, kurie skaido
celiuliozg, taCiau suskaidomo substrato kiekis yra gana nedidelis. Citriny rigsties sintezei
reikalingas didelis cukraus kiekis augimo terpéje, todél jprastomis saglygomis fermentacija vyksta
létai ir pagaminamas mazas produkto kiekis. Norint suskaidyti celiuliozing zaliavg iki
mikroorganizmui pasisavinimui tinkamo cukraus gali prireikti zaliavos papildomo fermentinio
apdorojimo. I$skiriamy fermenty kiekis skiriasi tarp Aspergillus niger mikroorganizmy kultiry,
todél norint i$siaiSkinti celiuliazinj kultiiros aktyvumg reikia atlikti tyrimg, kurio metu grybo
sporos auginamos terpéje su celiulioze ir nustatomas iSskiriamos celiulazés kiekis bei jos
aktyvumas.

Tyrimui naudojama spory suspensija paruoSiama anksCiau aprasytu biidu, kuomet sporos
nuplaunamos nuo Petri lékstelés. Aspergillus niger spory suspensija pasé¢jama j Czapek-Dox
(himedia) terpe skirtg skatinti celiuliazés i$siskyrima. | terpg pasé¢jama standartizuotas kiekis spory
suspensijos (2 ml su sugertimi 1,150 A 420nm). Siekiant uztikrinti biomasés augimg pH verté
nustatoma 6. Kaip grynos celiuliozés zaliava naudojamas ,,Watman“ filtro popierius. Fermentacija
vykdoma 14 dieny termostatuojamame kratytuve “BIOSAN ES-20 esant 29 °C temperatiirai ir
190 apsisukimy per minute maiSymo rézimui. Periodiskai stebimi terpés riigstingumo parametrai,
ir palaikoma pastovi terpés pH 6 verté siekiant optimalaus biomasés augimo. Po fermentacijos i$
terpés pasalinami stambesni gabaléliai celiuliozinio filtro, o likusi terpés dalis atvésinama iki 4 °C.
Pasalinti celiuliozinio filtro gabaléliai iSdZiovinami ir pasveriami siekiant nustatyti likutinj
celiuliozés svorj. Salta terpé nufiltruojama ir i§dziovinti filtrai pasveriami siekiant nustatyti
biomases prieaugj. Paimami terpés méginiai cukraus kiekio ir citriny riigSties kiekio nustatymui
apraSytais metodais. IS filtrato i§sidomi baltymai amonio sulfato koncentruotu tirpalu. Gautas
tirpalas nufiltruojamas ir pasveriama iskritusiy fermenty mase.

2.3 lentelé. Celiuliazinio aktyvumo nustatymui skirta mitybiné terpé

Medziaga Kiekis
Sacharoze 39
K2HPO4 0,19
NaNO3 0,29
KCI 0,059
MgSOg4 0,005 g
FeSO4 0,001 ¢
Celiuliozé 1lg
H20 100 ml

2.4.8. Peleningumo tyrimas

Siekiant sukurti ekonomiSkai konkurencingg citriny rtgsties kaing fermentacijos zaliava vaidina
dideli vaidmenj. Kaip zaliava gali buti panaudotos tokios pramoninés atliekos kaip popieriaus
perdirbimo pramonéje atliekantis celiulioziniai plausai. Siame pasaliname produkte yra pasaliniy
priemaiSy, kurios gali sumazinti fermentacijos iSeigg arba reikalauti kitokiy fermentavimo salygy.
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Norint suzinoti mikroorganizmui prieinamg substrato kiekj zaliavoje yra tikslinga atlikti
peleningumo testa. Testas parodo kokiag zaliavos dalj sudaro netirpios neorganinés priemaisos,
kurios negali biiti tikslingai pasisavinamos fermentacijos metu. Priemaisas dazniausiai sudaro
kaolinas, kalcio druskos ir kiti netirpiis sulfatai. Testas atlickamas iSgarinant visg méginio drégme
ir sudeginant visus organinius junginius esan¢ius méginyje panaudojant mufeling krosnj.

Tyrimui paimamas 10 g drégnas méginys, kuris patalpinamas j dziovinimo spintg ir dziovinamas
12 valandy 70 °C temperatiiroje. Véliau temperattira pakeliama iki 105 °C temperatiiros ir méginys
dziovinamas dar parg laiko. ISdziovintas méginys dedamas eksikatorius ir laikomas jame iki bus
panaudojamas tolesniuose tyrimo etapuose.

Tyrimui naudojamas porcelianinis tiglis. Sis tiglis dedamas j mufeline krosnj ir kaitinamas 575-
600 °C temperaturoje keturias valandas. ISkaitintas tiglis patalpinama j eksikatoriy ir jame
atvésinamas. Atvésintas tiglis pasveriamas ir  ji idedama 2 g iSdziovinto méginio. Tiglis su
meéginiu kaitinami ant dujinio degiklio iki kol pradeda angléti ir rukti dimai. Pasirodzius dimams
méginys i$ karto uzdegamas ir deginamas iki pranyksta liepsna ir dimai. Po to tiglis atvésinamas
ir patalpinamas | mufeling krosnj. Méginys pamazu jkaitinamas iki 575-600 °C temperatiiros ir
kaitinamas 24 valandas iki pastovaus méginio svorio reguliariais intervalais pasveriant tiglj su
meéginiu.

2.4.9. Lignoceliuliozinés ir celiuliozinés Zaliavos paruoSimas fermentacijai

Lignoceliuliozés molekulé yra tinkliné ir sunkiai skaidi, norint ja suskaidyti biitina apdoroti
chemiskai. Priklausomai nuo zaliavos stambumo ir frakcijos dydzio gali buti reikalingas fizikinis
apdorojimas susmulkinant zaliavg. Laboratoriniams tyrimams tinkamas susmulkinimas yra plausy
ir granuliy sumalimas siekiant padidinti pavirSiaus plota. Padidinus pavir§iaus plota cheminis
apdorojimas tampa zymiai efektyvesnis ir grei¢iau pasiekiamas norimas suskaidymo lygis.
Cheminio apdorojimo metu gali biiti atliekama ragstiné arba Sarminé hidrolize, taciau pramongje
dazniausiai vykdoma Sarminé hidrolizé. Hidrolizé atlieckama naudojant natrio Sarmo tirpala, bei
visg reakcijos misinj kaitinant. Po Sitokio suskaidymo lignoceliuliozés ir celiuliozés molekulés 1§
tinkliniy tampg linijinémis, nes yra suskaidomi skersiniai rysiai tarp molekuliy [36].

Norint nustatyti celiuliozinés zaliavos tinkamumg ir potencialg naudojama gryna celiuliozé, kuri
savo sudétyje neturi priemaiSy stabdanciy reakcija. Kaip grynos celiuliozés $altinis naudojamas
LWatman® celiuliozinis filtro popierius. Celiuliozé susmulkinama jg sukarpant ir sumalant.
Susmulkintos celiuliozés pavirSius Zymiai padidéja, todél cheminis apdorojimas gana lengvai
1vykdomas. Cheminiam apdorojimui naudojamas 2 % natrio Sarmo tirpalas, o reakcija vykdoma
70 °C temperatiiroje. Zaliavos apdorojimo laikas tiesiogiai priklauso nuo jos kiekio, ta¢iau
bendruoju atveju 100 g celiuliozinés Zaliavos chemiskai apdoroti reikia 500ml natrio Sarmo tirpalo.
Reikiamai temperatiirai palaikyti ir uztikrinti tinkamas salygas, visame reakcijos tiiryje, reikalinga
maisymas Kaitinimo metu, todél reakcija atlickama naudojant magneting maisykle “Heidolph MR
Hei-Tec”. Po apdorojimo celiuliozé tampa puri ir smulki, dél $ios priezasties naudojamas stambios
frakcijos metalinis legiruoto plieno sietelis, o reakcijos miSinys per jji filtruojamas pakartotinai
kelis kartus kol surenkama didzioji dalis celiuliozés plausy. Surinkti plausai praplaunami
distiliuotu vandeniu kelis kartus iki kol filtrato pH verté tampa artima neutraliai.

Popieriaus gamybos pramonings atliekos turi daug priemaisy, tod¢l fermentacijos iSeiga i§ tokios
zaliavos yra mazesné. PaSalinis popieriaus perdirbimo produktas turi dalj celiuliozés, kuri gali biiti
panaudojama fermentacijos metu, o joje esancios priemaiSos, tokios kaip kaolinas ir kalcio
sulfatas, yra inertiskos fermentacijos metu. Sis pagalinis popieriaus perdirbimo produktas yra
sandéliuojamas sausy dribsniy ir granuliy pavidalu. Tam kad padidétu substrato pavirSiaus plotas
zaliava yra sumalama ir véliau apdorojama chemiskai. D¢l galimo mikrobiologinio uzterSimo ir
norint suardyti skersinius rysius yra tikslinga gamybines atlieckas naudojamas fermentacijai
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apdoroti natrio Sarmo tirpalu anks¢iau apraSytais metodais. Celiuliozés plauSus nufiltravus ir
praplovus distiliuotu vandeniy galima vykdyti tolimesnius Sios Zaliavos skaidymo etapus.

2.4.10. Celiuliozés fermentinis apdorojimas

Fiziskai ir chemisSkai apdorota celiuliozé tampa lengvai pricinama fermentams. Apdorojimu metu
padidéjes pavirSiaus plotas ir suskaidyti skersiniai rySiai molekulése sumazina laikg reikalinga
fermentiniam zaliavos suskaidymui. Celiuliozei suskaidyti naudojama celiulazé. Celiulazés
fermentas 1§ tikryjy yra keleto fermenty miSinys, kuris celiulioze skaido laipsniskai. Celiulaze
sudaro endoceluiliazé, egzoceliuliazé ir celobiozé. Endoceliuliazé skaido skersinius celiuliozéje
esancius rysius, taciau dél ankstesnio cheminio apdorojimo didzioji dalis Siy rySiy yra suskaidyti,
tod¢l §is fermentinio skaidymo etapas trunka trumpiau. Egzoceliuliazé skaido susidariusias
linijines molekules nuo jy galy atskeliant trumpy anglies grandiniy junginius. Sitie
trumpagrandziai junginiai yra suskaidomi celobiozés iki gliukozés molekuliy [29]. Tam, kad
fermentai biity aktyvis biitina sudaryti tinkamas terpés rugstingumo sglygas. Vykstant celiuliozés
hidrolizei terpés pH kinta, siekiant iSvengti celiuliazés fermenty inaktyvavimo yra naudojami
buferiniai tirpalai. Dél vélesnio Zaliavos panaudojimo citriny rigsties fermentacijai priimtina
naudoti citratinj buferj. Toks buferis susideda i§ citriny rugsSties ir natrio citrato, o
rekomenduojamas buferio riigStingumas tinkamam fermento aktyvumui palaikyti yra 5. Nors
fermentas ir veiklus pla¢iame temperatiiriniame diapazone, tac¢iau optimali temperatiira yra 40-50
°C. Prie Sios temperatiros fermento aktyvumas yra didelis, maZinant temperatiira mazéja ir
fermento aktyvumas, o per daug padidinus temperatiirg galima denattiruoti fermenta negrjztama.

Celiuliozés fermentiniui suskaidymui naudojamas ,,CeluStar XL* fermenty miSinys, kuriame
celiuliazés aktyvumas virSija 20,000 aktyvumo vienety/g. Be celiuliazés Siame fermenty misinyje
yra didelio aktyvumo ksilanazés ir beta gliukonazés. D¢l didelio fermentinio aktyvumu Sis
reagentas gali buiti naudojamas gana placiuose temperatiiriniuose parametruose, tai yra nuo 35 °C
iki 60 °C. Taciau tiriamuoju atveju fermentacija pasirinkta atlikti 45 °C temperatiiroje, kuomet 0,1
M citratinio buferio pH reikSme lygi penkiems. Citratinis buferis paruoSiamas sumaiSant 1,697 g
natrio citrato dihidrato ir 0,813 g citriny ragsties, bendras tirpalo ttris lygus 100 ml. Tyrimui
naudojama 2g apdorotos celiuliozés, o fermentacijos reakcija atliekama termostatuojamame
kratytuve “BIOSAN ES-20” esant 120 apsisukimy per minut¢ maiSymo rézimui. Reguliariai
tiriama susidariusios gliukozés koncentracija fermentacijos terpéje cukraus kiekio nustatymo
metodais. Fermentacija skaitoma pilnai jvykusi kuomet cukraus kiekis fermentacijos terp¢je
nebedid¢ja.

2.4.11. Vienalaiké sacharifiakcijos ir fermentacijos reakcija

Celiuliozes skaidymas fermentais, kaip ir kitos cheminés reakcijos, 1éteja terp¢je did€jant produkto
koncentracijai. Siekiant iSlaikyti reakcijos greit] yra tikslinga Salinti susidarancig gliukoze. Kaip
efektyvus gliukozés vartotojas gali buti naudojamas Aspergillus niger grybas. Tokiu atveju
sudaroma sistema, kurioje terpéje esantis celiuliazés fermentas skaido celiuliozing Zaliavg, o $io
fermento aktyvuma palaiko A. niger, kuris sunaudoja susidarancia gliukozg ir i$skiria nedidelius
kiekius celiuliazés j terpe. Tokiu biidu fermentacijos metu vienu metu skaidoma celiuliozé ir
susidaro tikslinis produktas - citriny riigstis. Tiesa, toks citriny rugsties gamybos budas reikalauja
didesnés proceso kontrolés ir yra labiau dinamiSkas, nei fermentavimo buidai kuomet zaliava pilnai
suskaidoma atskiro etapo metu ir tik po to pradedama citriny riigsties fermentacija. Celiuliazés
optimali veikimo temperatiira yra didesné, nei optimali fermentacijos temperatiira Aspergillus
niger mikroorganizmui, todél abi reakcijos negali vykti didziausiu jmanomu grei¢iu. Kitas
veiksnys turintis jtakg fermenty veikimui ir mikroorganizmo augimui yra terpés ragstingumas.
Nors ir celiulaizés veikimui naudojamo citratinio buferio pH yra puikiai tinkantis Aspergillus niger
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biomasés augimui, taciau prasidéjus citriny rigsties gamybai tirpalo pH gali pradéti drastiskai
mazéti, 0 tai stabdo celiuliazés veikimg. Fermento inaktyvavimo problema, dél didelio terpés
rugsStingumo, gali biiti iSspresta naudojant stipresnj buferj. Temperatiiriniai parametrai fermentui
ir mikroorganizmui yra nustatomi suboptimalils, taciau nors ir léciau, fermentacija vyksta
nepertraukiamai. Siekiant uztikrinti pakankama kiekj substrato citriny riigSties fermentacijai spory
suspensija, inokuliumo sudarymui, paséjama j fermentacijos terp¢ praéjus atitinkamam laiko
tarpui. Sio laikotarpiu vykdomas celiuliozés fermentacinis skaidymas esant optimalioms salygoms
iki kol susidaro tinkamas cukraus kiekis terpéje.

Zaliavos fermentinis skaidymas vykdomas pagal anks¢iau aprasytus metodus, ta¢iau fermentacija
vykdoma ne iki galo, o tik iki to laiko momento kuomet susidaro uztenkamas cukraus kiekis citriny
rigsties gamybai. Terpéje susidarius pakankamam gliukozés kiekiui reakcijos salygos
pakei¢iamos | palankesnes Aspergillus niger augimui. | fermentavimo terpe pridedamas
atitinkamas kiekis mikroelementy tirpiy drusky pavidalu pagal 2.2 lentele. Kadangi bendras
fermentacijos terpés turis lygus 100 ml j ja pas¢jami 2 ml spory suspensijos paruostos anksciau
apraSytais metodais. Fermentacija vykdoma 30 °C temperatiiroje termostatuojamame kratytuve
»BIOSAN ES-20” nustacius 190 apsisukimy per minut¢ maiSymo greitj. Esant tokiems
parametrams ,,CeluStar XL* fermenty miSinio efektyvumas néra optimalus ir reakcija sulétéja,
taciau reakcijos greicio sumazéjima dalinai kompensuoja reakcijos pagreitéjimas kuomet is terpés
sunaudojama gliukozé citriny rugsties gamybai. Visos fermentacijos metu periodiskai stebimi Sie
parametrai: pH, citriny riigSties koncentracija, bei cukraus kiekio pokytis reakcijos terpéje. Terpés
rugStingumas palaikomas ties pH 4,5 nukrypus nuo §io parametro rigstingumas pakoreguojamas
siekiant nesustabdyti celiuliazés aktyvumo. Fermentacija laikoma pilnai jvykusi kuomet
fermentacijos terpéje citriny riigSties koncentracija nebedidéja, o cukraus kiekis sumazéja iki tokio
lygio, kuris nebeskatina citriny rigsties gamybos.

2.4.12. Melasos paruoSimas citriny rugsties gamybai.

Melasa yra paSalinis produktas cukraus rafinavimo procese, kuriame gausu mikroelementy. Norint
panaudoti melasg citriny riigsties fermentacinéje gamyboje yra biitina sumazinti mikroelementy
koncentracijg terpéje. Tai gali biti atlickama dviem metodais. Pirmuoju metodu i§ cukringos
zaliavos yra pasalinamai visi dvivalenéiai mikroelementai jony mainy kolonomis. Sis metodas
placiai taikomas pramong¢je. PaSalinus mikroelementus terpé yra praskiedZiama reikiamu kiekiu
vandens ir pridedamas reikiamas kiekis mikroelementy. Proceso palengvinimui mikroelementai
tiekiami jy drusky tirpaly pavidalu.

Nedidelés apimties tyrimams tikslingiau naudoti kita metoda, kurio metu katijony mainy kolony
naudojimas néra bitinas. Tam, kad uZtikrinti tinkamg mikroelementy kiekj visa terpé
perskai¢iuojama pagal didziausios koncentracijos elementa, o kiti sudétiniai elementai papildomi
iki reikiamos koncentracijos fermentacijai vykdyti. Uztikrinti §io metodo patikimumg biitina
nustatyti tikslia sudedamyjy komponenty koncentracija melasoje. DaZniausiai pasitaikantis
perteklinis elementas melasoje yra Fe?* jony kiekis, todél liepsnos fotometriniais metodais tiriant
Sio elemento kiekj biitina kuo tiksliau nustatyti jo kiekj. Nustalius gelezies jony pertekliy visa
terpé nurodyta 2.2 lenteléje perskaic¢iuojama pagal gelezies jony kiekj ir pridedami atitinkami
kiekiai kity sudétiniy elementy. Sitaip melasos vandeninis tirpalas tampa skaidresnis ir maZiau
klampus, o tai palengving fermentacija. Siekiant padidinti biomasés augimg ir pamazinti Fe?* jony
itaka i terpe pridedama 0,2 g/l kalio ferocianato. | paruosta terpe su tinkamu terpés riigStingumu
paséjamas atitinkamas kiekis Aspergillus niger spory suspensijos ir fermentacija atliekama
termostatuojamame kratytuve. Toliau citriny riig§ties fermentacija atliekama jprastiniais metodais,
reakcijos eigoje periodiskai stebimi ph, cukraus ir citriny riigSties koncentracijos.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Pagaminamos citriny riigSties koncentracijos jvertinimas
3.1.1. Tyrimas panaudojant piriding ir acto anhidrida

Sklandziai tyrimy eigai ir tiksliems tyrimy rezultatams uztikrinti vienas i§ esminiy veiksniy yra
tinkamy tyrimo metody parinkimas. Siekiant uztikrinti rezultaty atsikartojamumg buvo tiriamos
Jvairios koncentracijos citriny riigSties tirpalai. Vienas i pasirinkty tyrimo metody buvo citriny
rigsties reakcija su piridinu ir acto anhidridu. Sios reakcijos metu susidaro rusvos spalvos
spalviniai junginiai, kuriy spalvos intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo citriny rugsties
koncentracijos tiriamame bandinyje. Tyrimas buvo atlickamas pagal eksperimento eiga aprasyta
P.Chellapandi knygoje [Laboratory Manual in Industrial Biotechnology]. I§ gauty tirpaly $viesos
sugerties rezultaty 420nm bangos ilgyje buvo sudaryta kalibraciné kreive, kuri pavaizduota 3.1
paveiksle.
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3.1 pav. Sviesos sugerties priklausomybé nuo citriny riigities koncentracijos kalibraciné kreiveé

3.1.2. Tyrimas panaudojant vario (I11)-amonio kompleksinj reagenta

Ieskant alternatyvaus citriny riigSties nustatymo metodo buvo iSbandytas tyrimo btidas aprasytas
K. Zarei, M. Atabati, and N. Karimian straipsnyje [Simultaneous Dual Wavelength
Spectrophotometric determination of Citric and Ascorbic Acids Using an Artificial Neural
Network]. Siuo metodu citriny rigsties koncentracijai nustatyti yra naudojamas reagentas
paruos$iamas sumaiSant 2,4968g CuSOas X 5H20, 4,28g NH4Cl, 6ml koncentruoto amoniako ir
iStirpinant visas medziagas 50ml distiliuoto vandens. Reagento pH nustatomas 9, o tai lengvai
Sarminé terpe. Nustacius tinkama pH visas reagento tiiris papildomas iki 100 ml Zymos. Sudarytu
reagentu tiriami paruo$ti Zinomy koncentracijy vandeniniai citriny rtigSties tirpalai sumaiSant dvi
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dalis tirlamojo méginio su dviem dalimis reagento ir praskiedziant reakcijos misinj 6 dalimis
vandens.

Citriny riugsciai reaguojant su vario (II) — amonio kompleksu tirpalo spalva skaidré¢ja ir tampa
maZiau intensyvi. Sis spalvos pokytis i¥matuojamas spektrofotometru prie dviejuose skirtinguose
bangos ilgiuose, 600nm ir 750nm. Gauti tirpaly Sviesos sugerties rezultatai skirtinguose bangos
ilgiuose yra sudedami ir braizomas kalibracinis grafikas, kuris atspindi tiriamo tirpalo sugerties
abiejy bangos ilgiy priklausomybe nuo citriny riigSties koncentracijos tirpale. IStyrus Zinomus
citriny rugsties tirpalus gaunama kalibraciné kreivé pavaizduota 3.2 paveiksle.
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3.2 pav. Sviesos sugerties veréiy sumos priklausomybé nuo citriny riigities koncentracijos
kalibracine kreive

3.1.3. Tinkamiausio biido citriny rugsties koncentracijai tirti pasirinkimas

IS gauty kalibraciniy kreiviy matoma, kad tikslesnis grafikas susidaro tyrimo metodo metu,
kuriame naudojamas piridinas ir acto anhidridas, taip pat tai atspindi ir R? patikimumo verté, kuri
pirmajame metode yra 0,9125, o antrajame tik 0,3026. Tai parodo, kad antrasis metodas su
vario(ll) — amonio kompleksu yra daugiau kaip tris kartus maZziau patikimas nei pirmasis biidas.
D¢l antrojo metodo metu nustatomos tik maZos citriny riigS§ties koncentracijos tiriami
fermentacijos méginiai turéty buti skiedziami daugiau nei Simta karty, o tai taip pat padidina
paklaidos tikimybe. Antrasis tyrimo metodas yra greitesnis, ta¢iau maziau tikslus, todél velesnése
tyrimo stadijose $is metodas naudotas tik kaip kokybine reakcija parodanti, kad terpéje yra citriny
rugsSties, kuomet tirpalas pasidaro skaidresnis. D¢l iSvardinty priezasc¢iy, kiekybiniams citriny
rigstiems tyrimams, buvo nuspresta pasirinkti tyrimo metoda, kuomet naudojamas piridinas ir acto
anhidridas.

3.2. Tinkamiausio anglies $altinio citriny rigsties gamybai jvertinimas
Citriny rugstis gaunama panaudojant Aspergillus niger filamentinj gryba. Si rigstis gaunama

fermentacijos metu i§ substrato, kuriame yra didelé koncentracija sacharidy. Mikroorganizmo
augimo greitis ir pagaminamas citriny ragsties kiekis skiriasi priklausomai nuo to, koks anglies
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Saltinis yra panaudojamas. Siekiant nustatyti palankiausig anglies Saltin; buvo naudojama citriny
rugsties sintezei skirta terpé, kurios sudétis nurodyta 3.1 lenteléje, terpeje buvo keiCiamas tik
anglies Saltinis. Bandymy metu buvo tirti tokie anglies Saltiniai: gliukozé, fruktozé, maltozé ir
sacharozé. Aspergillus niger buvo uzaugintas ant kietos terpés siekiant suformuoti subrendusiy
spory kultiirg. Susiformavus sporoms jy suspensija buvo paséta j skysta fermentavimo terpe citriny
rugsties gamybai. Spory skaicius suspensijoje, pas€¢jamoje | terpe, buvo iSlaikomas nepakites
kiekvienos fermentacijos metu. Eksperimenty metu | skystos terpés 50 turio vienety buvo
pasé€jama 1 tlirio vienetas spory suspensijos, kurios Sviesos sugertis 550nm $viesos bangos ilgyje
buvo 1,150A, o tai tolygu 108/ml spory koncentracijai. Fermentacija buvo atlickama 29° C
temperatiiroje ir esant 190 apsisukimy per minut¢ maiSymo greiciui. Susidariusios citriny riigsties
koncnetracija buvo nustatoma reguliariai imant méginius i§ fermentacijos terpés. Sie méginiai tirti
spektrofotometriskai nustatant reakcijos metu susidariusiy spalviniy junginiy intensyvuma,
kuomet reaguoja citriny rugstis, piridinas ir acto anhidridas.

3.1 lentelé. Fermentacijos skystoje fazéje mitybiné terpé

Medziaga Kiekis
Gliukozé, fruktozé, maltozé arba sacharozé 129
K2HPO4 0,1g
(NH4)2S04 0,39
KH2PO4 0,19
MgSO4 10mg
FeSO4 1mg
MnSO4 1mg
H20 100ml

Siekiant tiksliai nustatyti citriny riigsties koncentracijg buvo sudaryti zinomy koncentracijy citriny
riigsties tirpalai. Sie tirpalai buvo istirti biidu aprasytu P.Chellapandi knygoje [Laboratory Manual
in Industrial Biotechnology]. Pagal aprasyta metoda citriny ragsties tirpalo 1ml buvo sumaisytas
su Iml piridino ir Sml acto anhidrido. Reakcijos miSinys buvo kaitinamas 32° C temperatiiroje 30
minuc¢iy. Jvykus reakcijai ir susidarius spalviniams junginiams jy Sviesos sugertis buvo iStirta
spektrofotometriskai 420nm Sviesos bangos ilgyje, o gauti rezultatai palyginti su gauta kalibracine
kreive.
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Citriny rugsties priklausomybeé nuo skirtingy anglies saltiniy
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3.3 pav. Citriny riigsties koncentracijos iSeigos priklausomybé nuo skirtingy anglies Saltiniy

IS gauty spektrofotometriniy tyrimy rezultaty matoma, kad didziausias kiekis citriny riigsties per
trumpiausia laikotarpj buvo pagamintas fermentavimo terpéje su gliukoze. Sioje terpéje jau
ketvirta fermentacijos dieng buvo pasiektas citriny rigsties iSeigos maksimumas, kuris sieké 4089
Hg/ml. Terpése su kitais anglies Saltiniais buvo pasiektas panaSus citriny riigSties koncentracijos
rezultatas, taciau fermentacija truko ilgiau. ISskirtinai mazas kiekis citriny riigsties susiformavo
terpéje su sacharoze, nors fermentacija ir buvo vykdyta ilgiausiai, o terpése su fruktoze ir maltoze
citriny rugsties koncentracijos maksimumas buvo pasiektas per 11 ir 6 dienas atitinkamai.
Ivertinus Siuos fermentacijos rezultatas buvo nusprgsta tolimesnius tyrimus testi naudojant
gliukoze gaunamg i§ jvairiy pigiy anglies Saltiniy.

3.3. Tinkamos salygos miceliy granuliy susidarymui

Tyrimy metu buvo pastebéta, kad gera citriny riigSties iSeiga galima tik tose terpése, kuriose
susidaro A.niger sferinés miceliy granulés. Siy granuliy susiformavimas indikuoja ir didelj
biomasés augima fermentacijos metu. Naudojant ne grynas Zaliavas su skirtingomis priemaiSomis
pastebéta, kad citriny riigSties fermentacija nevyksta, jei terpéje yra didesnis kiekis dvivalenciy
jony. Tai patvirtino ir fermentacija su terpe, kurios sudétyje yra didesnis kiekis gelezies (II) jony.
Fermentacijos terpés sudétis pavaizduota 3.2 lentel¢je.

Fermentacijos metu esant mikroelementy pertekliui Aspergillus niger sporos tinkamai nesudygsta
ir nesusiformuoja biomas¢. Buvo pastebéta, kad tinkamoms miceliy granuléms susidaryti yra
svarbus ir pradinis terpés riigitingumas. Sis parametras buvo maziau svarbus, ta¢iau fermentacijos
pradZioje nustacius pirming pH verte ties 4-5 terpéje biomasés augimo greitis buvo didesnis, o
citriny rugsties sintez¢ prasidédavo greiciau. Tod¢l daroma prielaida, kad susiformavus sferinéms
filamentinio grybo miceléms fermentavimo terpéje galima tikétis didelés citriny ragsties
koncentracijos ir tai taip pat indikuoja jog terpéje néra dvivalenciy mikroelementy pertekliaus.

39



3.2 lentelé. Fermentacijos skystoje fazéje mitybiné terpé

Medziaga Kiekis
Gliukozé 14qg
(NH4)2COs 0,29
KH2PO4 0,014g
MgSO4 0,19
FeSO4 10mg
CuSOg4 1mg
H20 100ml

Esant palankioms fermentavimo salygoms ir tinkamai terpés sudéciai jau po pirmosios
fermentavimo paros pasétos sporos terpéje regimai padidéja, o po pirmyjy 2-3 dieny miceliy
granulés padidéja iki mazdaug 1-2mm dydZzio. Jei terpéje néra mikroelementy pertekliaus miceliy
granulés neuzauga didesnés nei Smm fermentacijos periodu. Tinkamy miceliy susiformavimas
matomas 3.4 paveiksle.

L) o oeEmr——

3.4 pav. Susiformavusios sferinés miceliy 3.5 pav. Nesusiformavusios micelés
granulés fermentavimo terp¢je su gliukoze. indikuojancios prastg terpés sudétj.

3.4. Alternatyvaus gliukozés Saltinio iSbandymas citriny riigSties fermentacijai

Citriny rugsties fermentacijoje didele dalj fermentacijos kasty ir pagaminto produkto kainos
sudaro zaliava ir jos kaina. Siekiant sukurti konkurencinga rinkoje preke ieSkoma vis pigesniy
fermentacijos zaliavos Saltiniy. Kaip pigus substratas citriny rugsties fermentacijai daznai
naudojama melasa, gaunama cukraus rafinavimo procese. Melasa yra pasalinis produktas, kuriame
susikaupia cukraus gryninimo atliekos, tokios kaip augaliniai riebalai, vitaminai ir
mikroelementai. Melasa yra klampi ir tamsiai rudos spalvos, o spalva jai suteikia, tokios
priemaiSos kaip gliukono riigStis. Melasa naudojama dél joje esanio gana didelio kiekio
gliukozés, sacharozés ir fruktozés. Fermentacijai naudojama melasa turi biti iSvaloma nuo
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mikroelementy priemaisy ir praskiedziama siekiant sumazinti jos klampg. Taciau fermentacijos
metu susidariusios citriny riigsties kiekio nustatymas spektrofotometriniais metodais tampa keblus
dél terp¢je esanciy rudg spalva suteikian¢iy junginiy.

Siekiant istirti melasos tinkamuma citriny riigSties fermentacijai buvo paruosta fermentacijos terpé
su melasa. Melasa buvo praskiesta iki apytiksliai 10-12 % cukraus koncentracijos, kol terpés
klampa sumazéjo. Melasoje néra pakankamas kiekis azoto sklandziai citriny riigSties fermentacijai
vykti, todél j terpe papildomai pridedama 0,3 g amonio sulfato. Terpés rtigstingumas nustatomas
pH 4,5. | fermentacijos terpg pasé€jami 2ml spory suspensijos su 1,150A sugertimi. Fermentacijos
metu reguliariai stebétas citriny ragsties koncentracijos pokytis terpéje.

Jau pirmosiomis fermentacijos dienomis buvo stebimas menkas biomasés augimas, o terpéje
esancios sporos sudaré nedidelius agregatus, ta¢iau miceliy granuliy taip ir nesudaré. Tai indikavo,
kad terpéje su melasa yra mikroelementy perteklius ir i§ negrynintos melasos didelé citriny rugsties
gamybos iSeiga mazai tikétina. Dél melasoje esanciy spalviniy junginiy spektrofotometriniai
citriny riigsties tyrimo metodai nebuvo labai tikslis ir nustatomas citriny rugsties kiekis terpéje
svyravo, tai atspindi terpés su melasa kreive 3.6 paveikslélyje, taciau terpéje vis délto susidare
nedidelis kiekis citriny rigsties. Maksimali pasiekta citriny rigsties iSeiga buvo 89,53 pg/ml.

Siekiant didesnés citriny riigSties iSeigos buvo nuspresta melasa gryninti panaudojant rligstinj
apdorojima. Gryninimo metu i§ melasos yra paSalinama dalis mikroelementy ir taip pat melasa
tampa skaidresné. Prie§ gryninimg melasa buvo praskiesta iki 20-25% cukraus koncentracijos
vandeniu. Riigstinis apdorojimas buvo vykdomas 85 °C temperatiiroje kaitinant melasg su 1N
H2SO4 tirpalu. Apdorojimas vykdomas vieng valandg. Norint apdoroti 100 ml melasos buvo
sunaudota 4 ml 1N H2SOs. Norint neutralizuoti terpéje pasilikusig laisvg sieros rigstj buvo pridéta
kalcio oksido ir palikta nusistovéti. Pra¢jus 12 h tirpalas i$sisluoksniavo. Skaidrusis sluoksnis buvo
dekantuotas ir praskiestas iki 10-12 % cukraus koncentracijos tirpale. Siekiant padidinti biomasés
augimo greit] ] terpe buvo pridéta 2 mg kalio ferocianido. | ruoSiama terpg buvo pridéta 0,3 g
amonio sulfato, spory suspensijos ir pradéta citriny riigsties fermentacija apraSytais metodais.

Citriny rugsties nustatymas spektrofotometriniais metodais buvo efektyvus biidas nuskaidrintoje
terpéje nustatyti produkto koncentracijg. Terpéje stebétas citriny rigsties koncentracijos augimas
buvo greitesnis ir labiau priminé biidingg eksponentinj produkto koncentracijos augima citriny
rugsties fermentacijoje. Maksimalus kiekis susidariusios citriny riigSties buvo pasiektas 9
fermentavimo diena, o citriny riigSties koncentracija sieké 249,81 pg/ml. Tai matoma terpés su
gryninta melasa kreivéje 3.6 paveikslélyje. Sis rezultatas buvo Zenkliai geresnis, nei fermentacijos
metu kuomet naudojama neapdorota melasa. Nors terp¢je ir susidaré didesnis kiekis citriny
rugsSties buvo stebimas menkas biomasés prieaugis, o susiformavusiy miceliy granuliy forma ir
dydis nebuvo optimalios citriny riigSties gamybai. Tod¢l, buvo padaryta prielaida, jog terpéje vis
dar yra per didelis kiekis mikroelementy ir norint uZtikrinti optimalig terpés sudétj reikalinga
1$sami mikroelementy koncentracijos, esan¢iy melasoje, analiz¢.

Atlikus melasos analize¢ liepsnos fotometriniais metodais buvo nustatyta melasoje esanciy
mikroelementy koncentracija. Siekiant sudaryti optimalias salygas citriny riigSties gamybai
nurodytas 3.1 lenteléje | terpe su melasa buvo pridedama atitinkamas kiekis mikroelementy ir
gliukozés perskai¢iuojant visa terpe pagal labiausiai perteklinj mikroelements. Siuo atveju
mikroelementas labiausiai ribojantis Aspergillus niger augimg buvo geleZis. Gelezies jony
koncentracija melasoje beveik 30 karty virSijo rekomenduojama citriny riigSties gamybai
koncentracijg, todél visi terpés komponentai buvo papildyti pagal §j elementg ir pradéta citriny
rugsties fermentacija apraSytais metodais taip pat pridedant 2mg kalio ferocianido 100 ml terpés.

Atlikus fermentacijos terpéje susidarancios citriny rigsties koncentracijos nustatyma
spektrofotometriniais metodais tapo aiSku, kad susidarancio produkto koncentracija yra maZesne,
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nei apdorotoje melasoje. Taip pat dél i§ melasos nepasalinty spalviniy junginiy citriny rigsties
koncentracijos rezultatai buvo nepatikimi ir nustatomos citriny riigsties koncentracija terpéje
svyravo fermentavimo metu. Tai atspindi terpés su melasa ir gliukoze kreivé 3.6 paveiksle. Taip
pat Sioje terpéje stebétas tik minimalus biomasés prieaugis.

Kaip kitas alternatyvus pigios Zaliavos Saltinis buvo pasirinktas kokosy palmiy ziedy cukrus. Jis
savo sudétimi panaSus j melasa, taciau savo sudétyje turi mazesnj kiekj mikroelementy. Siekiant
nustatyti citriny riigSties iSeigg naudojant §itg anglies Saltinj buvo naudojama terpés sudétis
pateikta 3.1 lenteléje, o fermentacija ir citriny riig§ties nustatymas vyko jprastiniais metodais.

Fermentacijos metu pagaminamas citriny riagsties kiekis buvo nedidelis, o paséta spory suspensija
nesudaré granulés formos miceliy. Todél galima teigti, kad Siame cukruje taip pat yra per didelis
kiekis dvivalen¢iy mikroelementy, turinCiy jtakg citriny rugsties iSeigai. Siekiant geresnés citriny
rugsties iSeigos i§ kokoso palmiy ziedy cukraus bitinas zaliavos apdorojimas mikroelementams
pasalinti.

Citriny rugsties koncentracija fermentavimo metu
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3.6 pav. Citriny riigsties fermentacijos iSeiga, kuomet panaudojama melasa kaip zaliava

3.4.1. Celiuliozinés Zaliavos panaudojimas citriny riagsties fermentacijai

Pastaruoju metu vis didesnis démesys kreipiamas j celiuliozes turin€ig Zaliava, kaip alternatyvy ir
pigy anglies Saltinj fermentacijai vykdyti. Celiuliozé gali buti panaudota tik tuo atveju, kai ji yra
suskaidoma iki gliukozés, kurig mikroorganizmas pasisavina. Yra mikroorganizmy, kurie geba
patys suskaidyti celiulioze, nes iSskiria celiuliazés fermentus, taciau Sitoks skaidymas yra létas,
nes celiuliozé yra gana stabilios struktiiros tinkliniy molekuliy junginys. Pramonéje norint procesa
pagreitinti yra naudojami apdorojimo etapai, kuriy metu celiuliozés turinti zaliava yra suskaidoma
iki cukraus formos tinkamos mikroorganizmo pasisavinimui. Paprastai apdorojimas susideda i$
trijy etapy, tai yra i§ fizikinio, cheminio, fermentinio apdorojimy. Fizikinis apdorojimas
reikalingas siekiant padidinti celiuliozés turinios Zaliavos pavirSiaus plota, kuris reikalingas
norint uztikrinti greitg ir efektyvy cheminj zaliavos apdorojimg. Cheminio apdorojimo metu
7aliava yra veikiama riigitiniais arba $arminiais tirpalais. Sio proceso metu yra nutraukiami
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skersiniai celiuliozés rySiai tarp grandiniy. Tai palengvina apdorojimg fermentais. Celiuliozés
suskaidymui naudojami fermentai pasizymi dideliu aktyvumu ir suskaido celiuliozg iki gliukozés
molekuliy, taciau Siy fermenty veikimui biitina uztikrinti tinkamg temperatiirg ir terpés
rigstinguma. Daznai norint i$saugoti fermento aktyvuma yra naudojami buferiai, kurie palaiko
tinkamg terpés rigstinguma arba naudojami didesni kiekiai celiuliaziniy fermenty turin¢iy didesn;j
aktyvuma.

Norint kontroliuoti celiuliozinés Zaliavos apdorojimo progresg yra biitina stebéti susidarancios
gliukozés koncentracija. Sitai gali biti atlickama naudojant spalvines reakcijas panaudojant
gliukozés redukcines savybes. Viena 1§ tokiy kiekybiniy reakcijy cukraus kiekio fermentacijos
terpéje nustatymui yra reakcija panaudojant paruosta DNSA reagenta. Norint tiksliai nustatyti
cukraus kiekj tiriamame méginyje reikalingas kalibracinés kreivés sudarymas iStiriant zinomy
koncentracijy gliukozés tirpalus. Siam tyrimui naudota kalibraciné kreivé nurodyta 3.7 paveiksle.

Cukraus koncentracija, u/ml
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3.7 pav. Sviesos sugerties priklausomybé nuo cukraus koncentracijos kalibraciné kreiveé

3.4.2. Aspergillus niger iSskiriamos celiuliazés kiekio nustatymas

Norint nustatyti ar Aspergillus niger DSM 821 mikroorganizmy kultiira geba skaidyti ir pasisavinti
celiuliozing Zzaliava buvo atliekamas tyrimas celiuliozinio aktyvumo nustatymui. Kaip
fermentavimo terpés substratas buvo naudoti celiuliozés plausai ir Czapex-Dox HIMEDIA terpe,
kurios sudétis nurodyta 3.3 lentel¢je. Fermentacijos terpés riigS§tingumas buvo nustatomas
tinkamiausias A. niger celiuliazés aktyvumui, t.y. pH = 6. | fermentacijos terpg paséta 2ml spory
suspensijos ir fermentacija vykdyta 10 dieny termostatuojamame kratytuve esant 32 °C
temperattrai ir 120 apsisukimy per minut¢ maiSymo réZimui. Praéjus fermentacijos laikotarpiui
susidariusi biomasé¢ buvo atskirta nuo celiuliozés ir pasverta. Gautas biomasés svoris buvo
0,1525g, o sunaudotos celiuliozés svoris nuo pradinés sudéties skyrési 0,0124g. Norint suzinoti
iSsiskyrusios celiulazés kiekj terpéje, buvo nuspresta iSsodinti fermenta koncentruotu atvésintu
amonio sulfato tirpalu. Nucentrifugavus i§ tirpalo iSsiskyrusj fermentg jo sausoji masé buvo
0,0351g. Terpéje susidariusios citriny rugsties koncentracija buvo 5,02 pg/ml. Tai parodo, kad
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naudojama Aspergillus niger filamentinio grybo kultira nepasizymi dideliu celiuliaziniu
aktyvumu.

3.3 lentelé. Fermentacijos mitybiné terpé

Medziaga Kiekis
Celiuliozé 1g
Sacharozé 39
NaNO3 0,29
K2HPO4 0,1g
MgSO4 0,005¢
KCI 0,059
FeSO4 0,001g
H20 100ml

3.4.3. Vienalaikés sacharafikacijos ir fermentacijos reakcijos atlikimas panaudojant
celiulioz¢ kaip substrata

Citriny rugsties fermentacijai reikalingas gana didelis kiekis cukraus fermentacinéje terp¢je, todél
siekiant panaudoti celiuliozing Zaliavg citriny rigsties fermentacijai prie§ pradedant fermentacija
yra tikslinga suskaidyti didele dalj celiuliozés iki gliukozés, panaudojant fermentus. Taciau,
fermenty veikimo principai diktuoja, jog terpéje didé¢jant fermentinio skaidymo produkty
koncentracijai reakcija létéja ir fermenty aktyvumas tampa maZesnis. D¢l to yra tikslinga Salinti
susidariusig gliukozg i§ fermentavimo terpés. Tai gali buiti atlickama naudojant Aspergillus niger
ir atliekant vienalaike sacharafikacijos ir fermentacijos reakcija, sutrumpintai SSF (Simultaneous
Saccharification and Fermentation). Tokio proceso metu celiuliazés fermento aktyvumo
stabdymas yra mazesnis dél i$ reakcijos terpés pasalinamos gliukozés, bei dél filametinio grybo |
terpe iSskiriamo nedidelio celiuliazés kiekio. Siekiant stabilaus pH palaikymo terpéje
fermentacijos metu yra reikalinga sudaryti bufering sistema palaikanc¢iga norimg terpés
rugstinguma.

Tyrimui atlikti buvo naudojamas fermenty misinys CeluStar XL. Siame fermente yra didelis kiekis
aktyvios celiuliazés, o optimalios salygos fermento veikimui yra 40 °C temperatiira ir terpés
rugStingumas lygus pH 6 vertei. Eksperimentu buvo naudojamas 1 N citratinis buferis,
susidedantis 1§ natrio citrato ir citriny riigSties. Fermentinio skaidymo metu kaip celiulioziné
zaliava buvo naudojama susmulkintas celiuliozinis filtras. Siekiant nustatyti susidarancios
gliukozes koncentracijg terpéje periodiSkai buvo imami meéginiai ir tiriami spektrofotometriniu
cukraus koncentracijos nustatymu biidu, kuomet yra naudojama DNSA. Po 6 fermentacijos dieny
buvo nuspresta, kad susidariusi cukraus koncentracija fermentavimo terpéje yra pakankama
Aspergillus niger augimui ir citriny rgsties fermentacijai. Po 6 celiuliozés skaidymo pary terpéje
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nustatyta gliukozés koncentracija spektrofotometriniais metodais buvo 106,77 pg/ml. Norint
uztikrinti palankias mikroorganizmo spory sudygimui spory suspensija 1 terpé buvo paséta
sumazinus jos temperatiira iki 30 °C ir pridedant reikiamg kiekj mikroelementy pagal
fermentavimo terpés sudétj nurodyta 3.1 lenteléje, o terpés rugStingumas buvo palankus celiuliazés
veikimui.

Substrato koncentracijos kitimas fermentacijos metu
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3.8 pav. Cukraus koncentracijos terpéje priklausomybé nuo fermentacijos trukmés

Tyrimo metu stebétas stabilus gliukozés koncentracijos fermentacijos terpéje augimas iki
laikotarpio, kol buvo paséta Aspergillus niger spory suspensija. Po spory suspensijos paséjimo
prasidéjo spory dygimas ir citriny riigSties gamyba, todél buvo sunaudojamas didelis kiekis
substrato. Staigus substrato sumazéjimas terpéje po 6 fermentacijos dienos matomas 3.8 paveiksle
pavaizduotame grafike. Vélesnése fermentacijos stadijose cukraus koncentracija mazai svyravo ir
buvo gana pastovi iki kol 14 fermentacijos dieng susinaudojo didzioji dalis substrato ir cukraus
koncentracija terpéje pradéjo mazéti.

Citriny ragsties koncentracija fermentavimo metu
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3.9 pav. Citriny rugsties koncentracijos priklausomybe nuo fermentavimo trukmeés
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IS 3.9 paveiksle esancio grafiko matyti, kad pas€jus spory suspensija ] terpg prasidéjo
fermentacija ir spartus citriny ragsties koncentracijos augimas. Taip pat po 8 fermentacijos
dienos buvo stebimas didelis citriny rugsties koncentracijos sumazgjimas, tai galimai yra
poveikis kalio ferocianido, kurio j fermentacijos terp¢ buvo pridéta 3 mg, norint paskatinti
miceliniy granuliy susidarymg. Po $io priedo pridéjimo j terpe susiformavo 3-5mm dydzio
sferinés miceliy granulés matomos 3.10 paveiksle. Taip pat i§ cukraus ir citriny rugsties
koncentracijy grafiky galima daryti prielaidg, kad mikroorganizmas biomase augina
panaudodamas gliukoze citriny riigSties sudarymui, o $ig biomasés suformavimui.

3.10 pav. Fermentacijos terp¢je su celiuliozine zaliava susidariusios micelinés granulés

3.4.4. Popieriaus perdirbimo pramoniniy atlieky panaudojimas citriny ragsties
fermentacijai

Kaip alternatyvus grynos celiuliozés pakaitalas ir substratas citriny riigSties gamybai buvo
iSbandytos popieriaus pramonés atliekos, kurios savo sudétyje turi susmulkintos celiuliozés
plausy. Sios atliekos susidaro popieriaus perdirbimo metu ir dél didelio priemai$y kiekio tokiy
kaip kaolinas nebegali biiti panaudotos pakartotinai popieriaus gaminimo procese. Norint
uztikrinti didesnj pavirSiaus plotg ir skersiniy rySiy suskaidyma celiuliozés molekuléje buvo
naudotas cheminis apdorojimas panaudojant natrio Sarmo 2 % tirpala. Tirpalas su popieriaus
perdirbimo atliekomis buvo kaitinamas valanda 85 °C temperatiiroje Sarminiame tirpale. Baigus
kaitinti, buvo leista tirpalui atvésti iki kol iSsisluoksniavo ir nusistovéjo sunkioji celiuliozés
frakcija. Likes tirpalas buvo dekantuotas, o apdorota celiulioze buvo praplauta distiliuotu vandeniu
iki neutralios pH reikSmés. Gauta apdorota celiuliozé buvo apdorojama celiulazés fermentais
naudojant 1 N citratinj buferj tinkamam terpés ragstingumui uztikrinti. Fermentinis skaidymas
vyko 40 °C temperatiiroje ir esant 120 apsisukimy per minut¢ maiSymo rezimui. Pakankamai
suskaidzius terpéje esancig celiuliozg terpés temperatiira buvo sumazinta iki 30 °C ir j terpg buvo
pridétas atitinkamas kiekis terpés komponenty nurodyty 3.1 lenteléje pagal nustatytg susidariusios
gliukozés kiekj terpéje.
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3.11 pav. Susidariusios citriny riigSties koncentracijos palyginimas fermentavimo terpése

Atlikus fermentacijos terpés spektrofotometrinius tyrimus citriny riigSties koncentracijai nustatyti
paaiskéjo susidarancios citriny rigsties kiekis yra pakankamai didelis, lyginant su kitomis terpémis
(3.12 pav. ). Fermentacijos eigoje stebint citriny riigSties koncentracijos kitimag paaiskéjo, kad
popieriaus perdirbimo pramoninés atliekos turincios celiuliozés yra tinkama zaliava citriny
rugsSties fermentacijai, o zaliavoje esancios priemaiSos neturi didelés jtakos tikslinio produkto
koncentracijai, tai atspindi citriny rugsties koncentracijos grafikas pavaizduotas 3.11 paveiksle.

Citriny ragsties konc. pug/ml
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3.12 pav. Susidariusios citriny ragsties koncentracijos iSeigos palyginimas skirtingose

fermentavimo terpése

Atlikus popieriaus perdirbimo atlieky peleningumo tyrima buvo nustatyta, kad sausos Zaliavos
didzioji dalis yra sudaryta i§ neorganiniy temperatiirai atspariy ir nedegiy priemaisy §i dalis
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sudaré net 64,95 %. Tyrimas atskleid¢, jog galima alternatyvi zaliava citriny rtigsties gamybai
gali buti popieriaus pramonés atliekos, o Siy atlieky panaudojimas uztikrinty i§ menkaverciy
atlieky pagaminamo paklausaus produkto konkurencingos kainos sukiirimg ir iSmetamy j aplinkg
atlieky sumazinima.
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4. Rekomendaciju dalis

mikroelementai - )

Zaliava -é l

1

Puty
gesiklis

IRy
I.

4.1 pav. Automatizuota technologiné schema citriny riigsties gamybai

4.1. lentelé. Prietaisy lentelé

Nr. | Prietaisas arba komponentas/medziaga

Zaliavos (gliukozés sirupas, melasa) siurblys
Vandens siurblys

Tinkamos cukraus konc. sudarymo talpykla

Terpés filtracijos celé

Sterilizatorius

Jony mainy kolona

Papildomy mikroelementy talpykla

Mikroelementy homogenizavimas tirpinant, maisant
Medziagos mazinan¢ios putojima

10 | Inokuliumo sudarymo aeruojamas fermentatorius su mai$ikliu
11 | Orapiité

12 | Oro filtras

13 | Aeruojamas fermentatorius citrnos r. gamybai su maisikliu
14 | Kaitinimo kamera miceliy baltymy koaguliavimui
15 | Rotacinis vakuuminis filtras su skruberiu

16 | Kieto citrato reakcijos metu sudarymo talpykla

17 | Dviejy faziy separatorius

18 | Reakcijos kolona

19 | Dviejy faziy separatorius

20 | Priemai$y Salinimas

21 | Kiristalizatorius
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4.1. Technologijos aprasas

Fermentacijai panaudojama Zaliava - melasa. Sios Zaliavos technologiniame procese per metus
sunaudojama 22,934,000 kg. Melasa praskiedZziama tinkamos cukraus konc. sudarymo talpykloje 3
vandeniu iki 20 % cukraus koncentracijos. Terpéje siekiant nustatyti tinkamg cukraus
koncentracija reikia jrengti automatinj klampos matuoklj, kurio rodmenys tiesiogiai kontroliuoty
tiekiamo vandens kiekj. Melasos tirpalas nufiltruojamas terpés filtracijos celéje 4 siekiant pasalinti
nuosédas. Nufiltruotas tirpalas sterilizuojamas kar$ciu sterilizatoriuje 5, 90 °C temperatiiroje 2
valandas, todél bitina jrengti temperatiiros reguliavimo terpéje sistemg. Mikroelementy kiekis
zaliavoje iStiriamas analitiniu biidu laboratorijoje. Zaliava esant per dideliam mikroelementy
kiekiui papildomai filtruojama jony mainy kolonoje 6. Pridedama reikiami kiekiai mikroelementy
tirpaly ir viskas sumaiSoma homogenizavimo talpykloje 8. IS Aspergillus niger spory paruoSiamas
inokuliumas, inokuliumo sudarymo aeruojamame fermentatoriuje su maisikliu 10. Siekiant
uztikrinti tinkamas fermentacijos salygas biitina kontroliuoti temperatiira, jg palaikant 28-30 °C
ribose, terpéje iStirpusio deguonies kiekj- 0.15 VVM ir mai§ymo greitj 190 aps/min. Fermentacijos
terpéje susidaro 3-5 mm dydzio micelés ir atitinkamai pasikeicia terpés $viesos sugertis. Susidarius
tinkamam inokuliumui visas inokuliacijos fermentatoriaus turis transportuojamas i 10 karty
didesnj acruojama fermentatoriy citrny r. gamybai su maisikliu 13. Fermentatoriuje 13 palaikomas
tinkamas iStirpusio deguonies kiekis ( 1.0 VVM) skystoje terpéje ir uztikrinamas tinkamas
maiSymo rézimas 190 aps/min ir palaikoma temperatiira 28-30 °C. Siekiant sumazinti puty
susidarymg pridedamas minimalus kiekis puty gesiklio 9. Vykstant fermentacijai susidaro Siluma,
kuri dalinai paSalinama aeracijos metu, taciau terpés temperatira turi biiti palaikoma 28-30°C,
todél biitina jrengti temperatiiros stebéjimo ir palaikymo sistemg. Fermentacija vykdoma 7 dienas
nuolatos stebint susidariusios citriny rugsties kiekj ir likusj maistiniy medziagy kiekj. Terpéje
sumazéjus fermentacijai biitiny reagenty daugiau nei 30 % pradinio kiekio terpé atitinkamai
papildoma reikiamu Zzaliavos kiekiu.

Pasiekus maksimaly tikslinio produkto kiekj visas fermentatoriaus 13 turinys tiekiamas j rotacinj

vakuuminj filtrg 15, prie§ tai terpés baltymus koaguliavus kaitinimo kameroje 14, 65 °C
temperattiroje. Nuskaidrinta terpé tiekiama j talpykla 16, kurioje sumaiSoma su atitinkamu kiekiu
kalcio hidroksido, sieckiant neautralizuoti visg citriny ragstj ir jg i$skirti i$ terpés kieto kalcio citrato
pavidalu. Neutralizuojant citriny riigStj terpés pH tampa artimas 7, todél reikalinga terpés
rigstinguma stebinti sistema. Kietos nuosédos atskiriamos dviejy faziy separatoriumi 17. Kietas
filtratas perkeliamas ; maiSoma reakcijos talpykla 18, i kurig tiekiamas atitinkamas kiekis sieros
rugsties tirpalo, kol iStirpsta visa citriny ragstis ir kaip paSalinis produktas susidaro gipsas. Kietas
citratas pavirsta 1 citriny riagsSti terpés pH esant 3,13, todel reikalinga terpés riigS§tingumo
stebésenos sistema. Visas tirpalas tiekiamas ] kitg dviejy faziy separatoriy 19. Gautas tirpalas
skaidrinamas aktyvuota anglimi priemaisy Salinimo talpykloje 20 ir i§ karto koncentruojamas ir
kristalizuojamas kristalizatoriuje 21. Visy gryninimo pakopy metu ypac¢ svarbu palaikyti tinkama
pH ir terpés temperattrg.
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ISvados

Optimaliu anglies Saltiniu citriny rigsciai pagaminti buvo gliukoze.

Didziausia citriny riigSties iSeiga gauta terpéje su fermentais hidrolizuota celiulioze.
Pagal analitinius metodus $ioje terp¢je citriny riigSties koncentracija buvo 681,71 pg/ml.

Didziausias sacharidy suvartojimas 69,13 pg/ml buvo nustatytas terpéje su hidrolizuota
celiulioze.

Optimalioje terpéje su gliukoze susidaré tinkamos miceliy struktiiros granulés.

Tinkama miceliy granuliy struktiira su dvivalenciais jonais terpéje nesusiformavo
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