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Streszczenie

Wycierka ziemniaczana oraz woda sokowa sg produktami odpadowymi przemystu
skrobiowego, aktualnie zagospodarowywanymi gtownie na cele paszowe. W odniesieniu do
wycierki, dane literaturowe wskazuja rowniez na mozliwos$¢ jej zastosowania do produkeji
bioetanolu. Niestety cze$¢ tego surowca nie nadaje si¢ do przerobu tg metoda, poniewaz jest
zbudowana z monomerdéw niepodatnych na fermentacje¢ etanolowg. Dlatego tez w niniejszej
pracy podjeto probe wykorzystania odpadéw przemystu ziemniaczanego, tj. wycierki
ziemniaczanej oraz wody sokowej, jako podlozy do hodowli probiotycznych bakterii
fermentacji mlekowej Lactobacillus plantarum KBiIMZ LAB15. Szczegdlny nacisk polozono
na mozliwo$¢ zagospodarowania nieprzydatnych do wytwarzania bioetanolu produktéw
hydrolizy wycierki, tj. frakcji cieklej powstatej w wyniku dziatania pektynaz na wycierke oraz
frakcji statej powstatej po dziataniu kompleksem enzymoéw (pektynaz, amylaz i celulaz).
Stwierdzono, ze zarbwno $wieza wycierka ziemniaczana, jak i produkty jej hydrolizy moga
by¢ komponentami podtozy do hodowli probiotycznych bakterii L. plantarum. Szczegdlnie
efektywnie badane mikroorganizmy rosty w wycierce wzbogacanej sokiem z ziemniaka lub
jego hydrolizatem. Maksymalna liczebnos¢ ich komoérek w podlozach na bazie tych
sktadnikow byta poréwnywalna do uzyskiwanej w podlozu MRS rekomendowanym do
hodowli bakterii mlekowych. Ustalono jednoczesnie, ze frakcja ciekla powstata w wyniku
hydrolizy wycierki pektynazg gwarantowala lepszy wzrost L. plantarum niz $wieza wycierka.

Mimo wysokiej efektywnosci wzrostu aktywno$¢ metaboliczna L. plantarum w podiozach
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zawierajacych wycierke ziemniaczang oraz produkty jej przetwarzania byfa znacznie nizsza
niz w podlozu MRS.

Stowa kluczowe: wycierka, sok z ziemniaka, hydroliza enzymatyczna, bakterie mlekowe

POTATO STARCH INDUSTRY WASTES AS MEDIA FOR THE CULTIVATION OF
LACTIC ACID BACTERIA
Summary

Potato pulp and juice are the waste products of the potato starch industry usually used as
fertilizers. With respect to potato pulp , there are literature recommendations for its use as a
raw material for bioethanol production . However, a part of potato fibre is not appropriate for
that purpose, because is formed with not fermentable monomers. The aim of the study was to
examine the usefulness of potato pulp and juice for the cultivation of probiotic bacteria
Lactobacillus plantarum. Special attention was paid to the possibility of use of products of
enzymatic hydrolysis of potato pulp which are unsuitable for ethanol fermentation. It was
found that both fresh potato pulp, as well products of its enzymatic hydrolysis are useful as
cultivation medium for probiotic L. plantarum bacteria. Especially effective was potato pulp
enriched with fresh or hydrolysed juice. Their number was even higher than in the MRS
medium recommended for the cultivation of lactic acid bacteria. Liquid fraction resulting for
pectynolysis of the pulp was more effective as cultivation medium than the fresh pulp.
Despite the high efficiency of the growth, the metabolic activity of L. plantarum cultivated in
media containing potato pulp and its processing products is significantly lower than in the
MRS medium.

Key words: potato pulp, potato juice, enzymatic hydrolysis, lactic acid bacteria

WSTEP

Wycierka ziemniaczana oraz woda sokowa sg produktami odpadowymi przemyshu
skrobiowego. W samej Europie roczna produkcja wycierki przekracza 1 min ton [Mayer,
Hillebrandt 1997]. W p6tnocnej Japonii produkuje si¢ jej natomiast okoto 100 tys. ton rocznie
[Yunoki 1 in. 2004] Jak dotad wycierke wykorzystuje si¢ gldéwnie jako pasze lub nawodz,
a wode sokowg jako zrodlo biatek paszowych [Oda 1 in. 2002; Saito 1 in. 2006; Rytel 1 in.
2010; Tusnio 1 in. 2011]. Nie sa to jednak ekonomiczne metody zagospodarowania tych
produktéw. Co wiecej, duze iloSci wycierki ziemniaczanej oraz wody sokowe] pozostajg

nadal niezagospodarowane, a to z kolei zwigksza fadunek biologiczny Sciekow oraz obarcza
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zaktady produkcyjne dodatkowymi kosztami zwigzanymi z ich utylizacja [Pastuszewska 1 in.
2007; Miedzianka i in. 2010].

Wycierka ziemniaczana, ze wzgledu na podatnos¢ na hydroliz¢ bez koniecznosci
przeprowadzania obrobki wstgpnej, jest potencjalnie doskonatym surowcem do produkcji
bioetanolu II generacji [Biatas i in. 2010; Szymanowska 1 in. 2011; Lesiecki i in. 2012].
Niestety pektyny zawarte w wycierce nie nadajg si¢ do przerobu na etanol, poniewaz s3
zbudowane z niefermentowanych przez drozdze Saccharomyces cerevisiae (najczgscie]
wykorzystywane do produkeji bioetanolu) kwasé6w uronowych [Szymanowska 1 in. 2011].
Zmniejsza to oplacalnos¢ produkcji bioetanolu i1 nadal pozostawia otwartym problem
zagospodarowania czgs$ci wycierki.

Wycierka ziemniaczana jest natomiast doskonalym s$rodowiskiem dla rozwoju
szerokiego spektrum mikroorganizmow, w tym grzybow jak réwniez bakterii fermentacji
mlekowej [Mayer, Hillebrandt 1997; Sip 1 in. 2010]. Te drugie, z uwagi na swe wlasciwosci
metaboliczne oraz status GRAS (Generally Recognised As Safe) [Bardowski 2006], coraz
czgsciej sg wykorzystywane jako kultury starterowe lub ochronne do produkcji Zzywnosci
fermentowanej bezpiecznej z mikrobiologicznego punktu widzenia [Libudzisz i in. 2008]. Sg
one roOwniez podstawg do otrzymywania wielu preparatow probiotycznych [Gomes, Maltaca
1999; Sip, Grajek 2010].

W niniejszej pracy podjeto wiec probe wykorzystania odpadow przemyshu
ziemniaczanego, tj. wycierki ziemniaczanej oraz wody sokowej, jako podlozy do hodowli
probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus plantarum KBiMZ LABIS.
Szczegbdlny nacisk polozono na mozliwos¢ zagospodarowania nieprzydatnych do
wytwarzania bioetanolu produktow jej hydrolizy, tj. frakcji cieklej powstate; w wyniku
dzialania pektynaz na wycierke oraz frakcji stalej powstalej po dzialaniu kompleksem

enzymoOw (pektynaz, amylaz i celulaz).

MATERIALY I METODY BADAN

Material badawczy stanowita wycierka 1 sok ziemniaczany pozyskane, w toku
kampanii krochmalniczej, z zaktadu produkcyjnego w Stawie, wchodzacego w sktad
Wielkopolskiego Przedsigbiorstwa Przemystlu Ziemniaczanego S.A. w Luboniu. Badane
surowce w postaci natywnej badZ po hydrolizie enzymatycznej zaszczepiano probiotycznymi
bakteriami L. plantarum, a nastepnie badano przebieg ich hodowli. Schemat badan

przedstawiono na rysunku 1.
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Rysunek 1. Schemat badan
Flow sheet of experiments

Hydroliza enzymatyczna surowcow

Surowcem do otrzymywania hydrolizatu byt sok pieciokrotnie zat¢zony w procesie
kriokoncentracji, otrzymany zgodnie z metodyka opisang w pracy Lewandowicz i in. [2012].
Do hydrolizy soku z ziemniaka, wykorzystywano endoproteazy z Bacillus licheniformis
(Alcalase 2.4L FG, Novozymes). Hydroliz¢ prowadzono w pH =28, w sposob ciagly,
w reaktorze membranowym wyposazonym w ultrafiltracyjny modut separacyjny. Stosowano
membrang ceramiczng firmy Tami o punkcie odciecia 5 kDa i1 powierzchni filtracyjnej
0,06 m>. Ze wzgledu na ciagly charakter procesu hydrolizy temperatura procesu zostata
ustalona na poziomie 30°C, w celu uniknigcia szybkiej dezaktywacji enzymu zachodzacej
w temperaturach zblizonych do optimum jego aktywnosci [Celka 2011; Tardioli i in 2003].

Do pektynolizy $wiezej wycierki ziemniaczanej stosowano pektynaze z Aspergillus
niger (Pectinex® 3XL, Sigma Aldrich). Nawazke wycierki (30 g), zaggszczong uprzednio
poprzez proces wirowania (3869 x g, 30 min), zawierajacg 10% s.s. i niepoddawang wstepne;j
obrébce hydrotermicznej, umieszczano w kolbie Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml,
a nastepniec dodawano enzym (pektynazg) w ilosci 1 ml/10 g s.s. substratu. Calosc

inkubowano w temp. 45°C przez 24 h w lazni wodnej z wytrzasaniem (250 rpm). Po
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hydrolizie proby wirowano (3869 x g, 30 min), a uzyskany supernatant analizowano pod
katem zawartos$ci cukrow (glukozy, galaktozy, arabinozy i ramnozy) oraz kwasow uronowych
1 nastepnie kierowano do dalszych badan.

Jako skladniki kompleksu enzymoé6w hydrolitycznych do hydrolizy wycierki
wykorzystano: wybitnie termostabilng a-amylaze Thermamyl 120L (Novozymes), pektynaze
z Aspergillus niger (Pectinex® 3XL, Sigma Aldrich) oraz celulaze z Trichoderma reesei
ATCC 26921 (Sigma Aldrich). Proces hydrolizy kompleksem enzyméw prowadzono w celu
usuniecia z wycierki cato$ci materialu, jaki mozna przeprowadzi¢ do roztworu w toku
hydrolizy enzymatycznej, oraz uzyskania osadu wykorzystanego w toku dalszych etapow
badan jako podioze do hodowli L. plantarum. Przed procesem surowiec zageszczano poprzez
wirowanie (3869 x g, 30 min) do ok. 10% s.s, zgodnie z procedurg opisang przez Lesieckiego
1in. [2012]. W tym celu nawazk¢ wycierki (30 g) umieszczano w kolbie Erlenmeyera
o pojemnosci 250 ml, dodawano preparat Thermamyl 120L (0,3 ml/10 g s.s. substratu)
1 cato$¢ inkubowano w autoklawie w temp. 117°C, w czasie 10 min. W wyniku tego procesu
do roztworu przechodzity oligoglukany, bedace produktami hydrolizy resztek skrobi
obecnych w wycierce. Nastgpnie wycierke schtadzano 1 dodawano preparaty pektynazy oraz
celulazy (dla obu preparatow w dawce 0,3 ml /10 g s.s. substratu). Calos¢ inkubowano
w temp. 45°C przez 24 h w taZzni wodnej z wytrzagsaniem (250 rpm). Po zakonczonym
procesie proby wirowano (3869 x g, 30 min), a otrzymany osad wykorzystywano do dalszych
badan (rysunek 1). Skitad otrzymanych hydrolizatow oraz ich przydatno$¢ w procesie
fermentacji etanolowej opisano w poprzednich pracach naszego zespotu [Lesiecki 1 in. 2012;
Szymanowska 1 in. 2011].

Na podstawie oznaczen: ilos¢ wyekstrahowanej suchej substancji (m.) oraz ilos¢
suchej substancji pozostatlej w osadzie (m,) wyliczano wydajno$¢ procesu hydrolizy

enzymatycznej (E) zgodnie ze wzorem:

me
E= ——=100%

me + mo

Mikroorganizmy i warunki hodowli

W badaniach wykorzystywano probiotyczny szczep bakterii fermentacji mlekowe;j
Lactobacillus plantarum z Kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Szczep ten hodowano w warunkach wzglednie
beztlenowych w temp. 30°C przez 48 h, bez regulacji pH. Jako podloza doswiadczalne

stosowano:
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e Swiezg wycierke,

e Swiezg wycierke z dodatkiem §wiezego soku z ziemniaka w proporcji 1:1,

e Swiezg wycierke z dodatkiem hydrolizatu soku z ziemniaka w proporcji 1:1,

e frakcje cieklg (supernatant) wycierki po hydrolizie pektynaza,

o frakcje stala (osad) wycierki po hydrolizie kompleksem enzymow (pektynaza,
amylazg 1 celulazg), zawieszong w wodzie destylowanej w proporcji objetosciowo-
objetosciowej 1:4.

Proba kontrolng byly hodowle prowadzone w podlozu MRS (Biocorp), przeznaczone do

hodowli bakterii kwasu mlekowe go. Sktad podtoza MRS przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Skiad podloza MRS
Composition of MRS medium

Skladnik Stezenie [g/l]
Glukoza 20,00
Enzymatyczny hydrolizat kazeiny 10,00
Ekstrakt wolowy 8,00
Octan sodu 5,00
Ekstrakt drozdzowy 4,00
Fosforan dwupotasowy 2,00
Cytrynian amonowy 2,00
Tween-80 1,00
Siarczan magnezu 0,20
Siarczan manganu 0,05

Wszystkie podloza przed zaszczepieniem 10* jtk/ml bakterii L. plantarum sterylizowano
w temp. 121°C przez 20 min. W trakcie hodowli badano kinetyke wzrostu bakterii
L. plantarum poprzez wykonywanie posiewow ilosciowych metoda zalewowa. Do oznaczen
liczebno$ci badanych bakterii wykorzystywano podloze MRS z 2% (v/v) agaru. Bakterie
namnazano w temp. 30°C przez 72 h. Po inkubacji liczono otrzymane kolonie za pomocag
automatycznego licznika kolonii (Easy Count 2) i na podstawie tych oznaczen obliczano

liczebno$¢ populacji badanych bakterii, ktorg wyrazano w jtk w przeliczeniu na 1ml podfoza.

Metody analityczne

Stezenie cukrow (glukozy, galaktozy, arabinozy i ramnozy), kwasu galakturonowego
oraz kwasu mlekowego oznaczano technika wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC) na chromatografie ciecczcowym MERCK-HITACHI (zestaw: automatyczny podajnik
prob MERCK-HITACHI L-7250, pompa MERCK-HITACHI L-7100 z detektorem RI
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(MERCK-HITACHI L-7490). Do oznaczen wykorzystywano kolumne Aminex HPX-87H
300x7,8 mm (BIO-RAD). Jako eluent stosowano 0,001N H,SOj4:acetonitryl (98,25:1,75) przy
przeptywie 0,5 ml/min, izokratycznie. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 65°C. Proby
nanoszono na kolumne w ilosci 30 ul. Identyfikacji jakosciowej i iloSciowej dokonano
metodg standardu zewngtrznego z wykorzystaniem powierzchni pikOw (pomiar 1 integracja

komputerowa z zastosowaniem Chromatography Data Station Software, MERCK-HITACHI).

WYNIKI I DYSKUSJA

Hodowle w poZywkach na bazie swiezej wycierki

Wycierka ziemniaczana dzigki luznej strukturze 1 zawarto$ci tatwo fermentowalnych
heksoz jest dobrym $rodowiskiem dla rozwoju wielu grup mikroorganizméw, zwlaszcza
bakterii beztlenowych i wzglednie beztlenowych [Mayer 1 Hillebrandt 1997]. W zwigzku
ztym jest ona produktem nietrwalym, szybko kolonizowanym m.in. przez bakterie
fermentacji mlekowej. Pozwala to na wykorzystywanie jej jako surowca do otrzymywania
kiszonek dla zwierzat [Sip 1 in. 2010]. Naturalnym zatem kierunkiem zagospodarowania
wycierki i/lub produktéw jej hydrolizy wydaje si¢ wykorzystanie ich jako podtozy do hodowli
bakterii fermentacji mlekowej, np. bakterii probiotycznych, tj. L. plantarum KBiMZ LAB1S5.
W pracy podjeto probe zbadania ww. mozliwosci aplikacyjnych tych produktow
odpadowych. W tym celu zalozono hodowle probiotycznego szczepu bakterii L. plantarum
w pozywkach na bazie §wiezej wycierki oraz wycierki, ktorej sktad uzupeliono dodatkowym
zrodlem azotu.

Przeprowadzone badania, ktorych wyniki zamieszczono na rysunku 2, wykazaty, ze
bakterie L. plantarum byty zdolne do wzrostu w czystej Swiezej wycierce. W ciggu 48 h
hodowli liczebno§¢ ich populacji zwickszata sie z 10* do 3,3*10° jtk/ml. Maksymalne
stezenie komorek tych bakterii bylo jednak o ok. 0,5 cykla logarytmicznego nizsze od
uzyskiwanego w komercyjnym podtozu MRS (rysunek 2).

W zwiazku z tym, ze bakterie fermentacji mlekowej majg duze wymagania pokarmowe,
jednym z czynnikOdw ograniczajacych efektywno$¢ ich wzrostu moze by¢ niedobdr zwigzkoéw
mineralnych oraz przyswajalnych zrédel azotu. Z taka sytuacja mamy do czynienia
w przypadku wykorzystywania surowca, jakim jest surowa wycierka ziemniaczana. Dlatego
tez sktad wycierki uzupetiono limitujacymi go zwigzkami. Jako ich zrodlo wykorzystano sok
z ziemniaka. Sok ten jest wysokobiatkowym produktem odpadowym powstajacym, podobnie

jak wycierka, przy produkcji skrobi. Przeprowadzone badania wykazaty, ze suplementacja
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wycieki §wiezym sokiem z ziemniaka wplynela korzystnie na efektywnos$¢ wzrostu bakterii
L. plantarum. Dzieki niej w trakcie prowadzonych hodowli uzyskiwano $rednio az 6,3*10°
jtk/ml badanych bakterii, czyli o ok. 0,4 cykla log wigcej niz w hodowlach prowadzonych
w samej wycierce. Ustalono jednocze$nie, ze maksymalne stezenie komorek L. plantarum
w podlozu na bazie wycierki z dodatkiem soku z ziemniaka bylo poréwnywalne do

otrzymywanego w hodowlach w standardowym podtozu MRS (rysunek 2).
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Rysunek 2. Kinetyka wzrostu L. plantarum na podlozach na bazie wycierki ziemniaczane;j
suplementowanej sokiem z ziemniaka
Kinetic of the growth of L. plantarum on potato pulp media supplemented with
potato juice

W celu poprawienia efektywnosci wzrostu bakterii L. plantarum do $wiezej wycierki
wprowadzono takze enzymatyczny hydrolizat soku ziemniaczanego. Dodatek ten zawierat
dobrze zhydrolizowang frakcje biatkowa. Zwigkszenie przyswajalnosci tej frakcji nie
zwigkszylo jednak finalnej koncentracji komorek badanych bakterii, zaobserwowano
natomiast, ze miatlo pozytywny wptyw na szybko$¢ ich wzrostu (rysunek 2). Przyczyny tego
zjawiska sg aktualnie badane przez autorow.

Pomimo 1z bakterie L. plantarum namnazaty si¢ w podlozach na bazie wycierki do
wysokiej koncentracji, to produkowaty one w nich znacznie mniej kwasu mlekowego niz

w pozywce MRS (rysunek 3).
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Rysunek 3. Synteza kwasu mlekowego przez bakterie L. plantarum wzrastajace w r6znych
podiozach na bazie wycierki ziemniaczanej suplementowanej sokiem z ziemniaka
Lactic acid synthesis by L. plantarum cultivated on potato pulp media
supplemented with potato juice

Stezenie kwasu mlekowego w podlozach zawierajacych wycierke suplementowang
dodatkowymi Zrodtami azotu po zakonczeniu hodowli miescito si¢ w przedziale od 5,1 do
6,2 g/l, podczas gdy w pozywce MRS wynosito az 24,8 g/l. W przypadku hodowli
prowadzonych w podlozu zawierajacym wylacznie wycierke, ilos¢ produkowanego kwasu
mlekowego byla jeszcze nizsza 1 wynosita 0,1 g/l. Inne oznaczane w pracy metabolity

L. plantarum wystgpowaly ptynach pohodowlanych w stezeniu nieprzekraczajagcym 0,2 g/l.

Hodowle w poZywkach na bazie produktow enzymatycznej hydrolizy wycierki

Hydrolizat pektynazowy

Wycierka ziemniaczana ze wzgledu na swoj skfad, wiasciwosci fizykochemiczne
1 strukture jest atrakcyjnym substratem do produkcji bioetanolu. Zgodnie z danymi
literaturowymi polimery tworzace wycierke sa zbudowane z: glukozy — 51,4%, galaktozy —
14,6%, arabinozy — 3,7%, ramnozy — 0,8% oraz kwas galakturonowego — 15% [Turqois 1 in.
1999]. Przeprowadzenie wybiorczej hydrolizy frakcji pektynowej stanowi potencjalne
najefektywniejszy sposob obrobki wstepnej kompleksu wycierki ziemniaczanej. Usunigcie
tworzacych ja ‘lancuchowych polimerow kwasu galakturonowego — catkowicie
nieprzydatnych w fermentacji etanolowej — pozwala na rozluZnienie struktury surowca

iprawie calkowite technologiczne wykorzystanie cukrow, a co za tym idzie — zwigksza
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oplacalno$¢ produkcji bioetanolu. W wyniku przeprowadzenia w ramach niniejszej pracy
selektywnej hydrolizy frakcji pektynowej wycierki ziemniaczanej, po 24h do frakcji

rozpuszczalnej przeprowadzone zostalo az 33% s.s. surowca.

Tabela 2. Udzial poszczegdInych monomeréw cukrowych w s.s. frakeji ptynnej po procesie
hydrolizy pektynaza
Content of sugar monomers in liquid phase after pectinolysis process

Skladnik Udzial
Galaktoza 36%
Kwas galakturonowy 27%
Glukoza 23%
Arabioza 6%
Ramnoza 5%
Inne 3%

W skladzie otrzymanej frakcji cieklej (tabela 2) dominowaty galaktoza, kwas
galakturonowy 1 glukoza. Wystgpowaty tam tez niewielkie ilo$ci arabinozy i1 ramnozy.
Wykorzystanie takiego surowca do produkeji etanolu moze nie by¢ efektywne ekonomicznie,
poniewaz tatwo fermentowalne heksozy stanowig w nim niespetna 60%, a prawie 30% to
catkowicie nieprzydatne kwasy uronowe. Z drugiej strony usuni¢cie z wycierki tak duzej
czgsci heksoz obniza efektywnos¢ produkcji bioetanolu z tego surowca. Niemniej jednak
zmiany strukturalne, zachodzace w wycierce w toku pektynolizy, nalezy uzna¢ za bardzo
korzystne. Dzigki usunieciu frakcji pektynowej nastgpilo bowiem znaczne zmniejszenie
objetosci wycierki, a to z kolei umozliwia uzyskanie wyzszego st¢zenia cukrow
fermentujacych w dalszych etapach hydrolizy.

Za pomocg opisanego powyzej hydrolizatu badane bakterie namnazaty si¢ do poziomu

7,1%10° jtk/ml (rysunek 4).
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Rysunek 4. Kinetyka wzrostu L. plantarum na podlozach na bazie hydrolizatow wycierki
ziemniaczanej
Kinetic of the growth of L. plantarum on potato pulp hydrolysates

Poziom ten byl porownywalny do otrzymywanego w podlozu MRS, czyli podlozu
rekomendowanym do hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus. Podloze bedace frakcja
ptynng wycierki poddanej hydrolizie pektynaza zwieralo mniej sktadnikéw odzywczych
w stosunku do §wiezej niesuplementowanej wycierki, mimo to pozwalato ono na namnozenie
si¢ bakterii L. plantarum do 4-krotnie wyzszego poziomu (rysunek 4). Spowodowane to bylo
prawdopodobnie réznicami jakosciowymi w skladzie substratow (zrodet wegla), ktore
w przypadku hydrolizatu pektynazowego stanowity tatwo przyswajalne monomery (tabela 2).
W  przypadku wycierki zrédlem wegla dla L. plantarum  byly substancje
wysokoczasteczkowe, do ktorych przyswojenia bakterie musialty uruchomi¢ odpowiedni
aparat enzymatyczny, co przekladalo si¢ na zuzycie przez nie dodatkowej energii. Ponadto
dziatanie enzymow pektynazowych sprowadza¢ si¢ moglo do degradacji kompleksu
protopektyn, to jest frakcji pektyn zwigzanych z innymi substancjami, np. biatkami [Tajner-
Czopek 11in. 2003]. Stanowig one w ziemniaku znaczacy udziat [ Golubowska, Lisinska 2005],
dlatego tez proces hydrolizy dostarczyl bakteriom dodatkowych sktadnikow odzywczych.
Mialo to najprawdopodobniej bezposredni wplyw na wzrost ich liczebnoSci mimo
ograniczonego dostepu do zrédla wegla w pozywce. W przypadku hydrolizatu
pektynazowego niska zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych przetozyla si¢ na niska wydajnos¢

syntezy pozakomorkowych metabolitow L. plantarum. Stwierdzono, ze w mieszaninie
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pohodowlanej jedynym produktem biosyntezy badanych bakterii, ktory wystepowat
w stezeniu powyzej 0,2 g/l, byl kwas mlekowy (rysunek 5).
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Rysunek 5. Synteza kwasu mlekowego przez bakterie L. plantarum wzrastajace w roznych
podlozach na bazie hydrolizatow wycierki ziemniaczanej
Lactic acid synthesis by L. plantarum cultivated on potato pulp hydrolysates

Osad po hvdrolizie kompleksem enzymatycznym

Kompleksowe zagospodarowanie wycierki, majagce na celu glownie produkcje
bioetanolu, wymaga przeprowadzenia degradacji biopolimerow tworzacych ten surowiec.
Pomimo luznej 1 uwodnionej struktury wycierka nie jest jednak w petni hydrolizowana do
cukrow prostych i1 kwaséw organicznych, nawet z zastosowaniem kompleksu enzyméw
hydrolitycznych o réznych aktywnos$ciach [Lesiecki 1 in. 2010; Szymanowska 1 in. 2011].
Celowe bylo wiec ustalenie, czy wycierka pozbawiona substancji podatnych na hydrolize
enzymatyczng mogtaby by¢ efektywnie wykorzystana, np. do namnazania bakterii fermentacji
mlekowej. Substrat taki powstaje w wyniku kolejno przeprowadzonych etapow wstepnej
obrobki hydrotermicznej, a nastepnie hydrolizy mieszaning enzymoéw amylolitycznych,
pektynolitycznych oraz celulolitycznych [Biatas i in. 2010; Lesiecki 1 in. 2010]. W wyniku
przeprowadzenia wstgpnej obrobki hydrotermicznej, a nastepnie hydrolizy wycierki
ziemniaczanej z wykorzystaniem kompleksu enzyméw amylolitycznych, pektynolitycznych
oraz celulolitycznych, po 24 h doszlo do uwolnienia ok. 90% s.s. surowca. Otrzymana w ten
sposob frakcja osadu wycierki okazala si¢ atrakcyjnym podlozem do hodowli bakterii
L. plantarum, ktéore namnazaly si¢ w nim w sposob zblizony jak w przypadku $swiezej
wycierki, tj. do poziomu ok. 1,2*10° jtk/ml (rysunek 4). Dzialo si¢ tak nawet pomimo
usuni¢cia z surowca wszystkich skfadnikow odzywczych podatnych na hydrolize

kompleksem  przemystowych  preparatow  enzymatycznych. Zwigzane jest to
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najprawdopodobniej z tym, ze w warunkach ograniczonego dostepu do substancji
odzywczych bakterie L. plantraum konwertuja obecne w S$rodowisku, nierozpuszczalne
biopolimery do latwo przyswajalnych monomeroéw, bardziej efektywnie niz komercyjne
preparaty enzymatyczne. Potwierdza to rowniez fakt, iz gatunek Lactobacillus plantarum
zdolny jest do wzrostu roéwniez na innych odpadach roslinnych, np. otrgbach pochodzacych
z przerobu ziarna pszenicy, stanowigcych kompleks ksylanu, skrobi i biatka [Dallagnol 1 in.
2013]. Szczegodlnie wazna wydaje si¢ zdolnos¢ tych bakterii do syntezy 1 sekrecji enzymow
degradujacych wlasnie biatka, tj. proteaz [Khalid 1 Marth, 1990]. Molekuly te zwigzane sa
bowiem nie tylko z macierzg pektyn [Tajner-Czopek 1 in. 2003], lecz takze z hemiceluloza,
tworzac wraz z nig barier¢ utrudniajacg dostep enzyméw hydrolitycznych do celulozy
1 degradacj¢ tej frakcji do czasteczek glukozy. Ich usunigcie zwigksza zatem efektywnosé
hydrolizy biopolimeru [Pei 1 in. 2010]. Ponadto ustalono, ze w plynach otrzymywanych po
hodowlach prowadzonych w osadzie wycierki poddanej obrébce kompleksem enzymow
stezenie kwasu mlekowego bylo wyzsze niz w surowej wycierce. Wynosito ono 0,9 g/l,
podczas gdy w surowej wycierce zaledwie 0,1 g/l (rysunek 5). Wzrost produkeji tego
metabolitu byt prawdopodobnie skutkiem usuni¢cia z wycierki, w toku zastosowanej obrobki,

szeregu substancji o potencjalnym dziataniu inhibujacym.

WNIOSKI
W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze odpady przemyshu ziemniaczanego,
tj. wycierka 1 sok z ziemniaka, mogg by¢ wykorzystywane jako sktadniki podtozy do hodowli
probiotycznych bakterii L. plantarum, przy czym:

e maksymalne stezenie komoérek tych bakterii, wzrastajacych na $wiezej
niewzbogaconej wycierce, bylo o ok. 0,5 cykla logarytmicznego nizsze od
uzyskiwanego w komercyjnym podtozu MRS rekomendowanym do hodowli bakterii
z rodzaju Lactobacillus;

e zastosowanie jako podloza §wiezej wycierki wzbogaconej sokiem z ziemniaka lub
jego hydrolizatem pozwolilo na uzyskanie liczebno$ci bakterii L. plantarum na
poziomie uzyskiwanym na podtozu MRS;

e frakcja ciekla powstala w wyniku hydrolizy wycierki pektynazag umozliwiata
szczegolnie efektywne namnazanie bakterii L. plantarum;

e frakcja stala pozostajgca po hydrolizie kompleksem enzymoéw okazala si¢ podobnie

atrakcyjnym podlozem do hodowli tych mikroorganizmoéw jak swieza wycierka;
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mimo wysokiej efektywnosci wzrostu aktywno$¢ metaboliczna L. plantarum
w podlozach zawierajacych wycierke ziemniaczang oraz produkty jej przetwarzania

byla znacznie nizsza niz w podlozu MRS.
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