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Streszczenie. Kwas cytrynowy jest stosowany w wielu dziedzinach przemysłu. Jego świa-
towa produkcja sięga około 1,8 miliona ton rocznie, a rynek kwasu cytrynowego należy do 
najszybciej rozwijającego się segmentu rynku dodatków do żywności. Powodem ciągłego 
wzrostu produkcji i zapotrzebowania na kwas cytrynowy jest jego szerokie zastosowanie 
– począwszy od przemysłu spożywczego przez farmaceutyczny aż do metalurgicznego. 
Rosnące na świecie zapotrzebowanie na kwas cytrynowy jest bodźcem do poszukiwa-
nia alternatywnych źródeł węgla do jego biosyntezy. Celem przeprowadzonych badań 
była ocena wpływu momentu zasilenia podłoża hodowlanego glicerolem na szybkość 
i efektywność biosyntezy kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger w zasilanych okre-
sowych hodowlach wgłębnych. W tym celu podłoże hodowlane zasilano glicerolem bez-
wodnym w ilości 35,0 g∙dm–3 w 65., 93. i 113. godzinie bioprocesu. Analiza wyników 
badań wykazała, że najwyższe końcowe stężenie kwasu cytrynowego PK = 143,33 g∙dm–3 
i największą całkowitą wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego w stosunku do wprowa-
dzonego substratu YP/S = 95,80% (m/m) uzyskano w niezasilanych okresowych hodowlach 
wgłębnych. Najkorzystniejsze parametry charakteryzujące przebieg zasilanych okresowych 
hodowli wgłębnych uzyskano w hodowlach zasilonych glicerolem pod koniec czwartej 
doby, czyli w 93. godzinie bioprocesu. Końcowe stężenie kwasu cytrynowego w tych ho-
dowlach wynosiło 118,40 g∙dm–3, a całkowita wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego 
wynosiła 77,10% (m/m).
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WSTĘP

Kwas cytrynowy jest obecny w komórkach roślinnych i zwierzęcych oraz płynach fi-
zjologicznych organizmu człowieka. Dla organizmów żywych jest on niezbędnym meta-
bolitem w szeregu reakcji cyklu Krebsa, w wyniku którego następuje utlenianie glukozy 
do ditlenku węgla i wody z wydzieleniem energii [Berg i in. 2002, Goldberg i in. 2006, 
Apelblat 2014]. 

Ze względu na swoją nieszkodliwość, a także właściwości chelatujące i sekwestrujące 
jony metali kwas cytrynowy jest stosowany w przemyśle spożywczym, farmaceutycznym 
oraz chemicznym, a nawet metalurgicznym. Jego roczna produkcja na świecie wynosi 
około 1,8 miliona ton, a rynek kwasu cytrynowego należy do najszybciej rozwijającego 
się segmentu dodatków do żywności. Powodem ciągłego wzrostu produkcji i zapotrze-
bowania na kwas cytrynowy jest jego szerokie zastosowanie nie tylko w przemyśle spo-
żywczym i farmaceutycznym, ale także w produkcji biopolimerów, ochronie środowiska 
oraz biomedycynie [Singh Dhillon i in. 2011, Najafpour 2015, Vandenberghe i in. 2017, 
The National Center 2018, BioPortfolio 2019]. Dotychczas w przemysłowej produkcji 
kwasu cytrynowego powszechnie stosowana jest metoda hodowli wgłębnych z udzia-
łem szczepów Aspergillus niger. Głównymi substratami w produkcji kwasu cytrynowe-
go są melasa buraczana, sacharoza oraz syrop glukozowy [Sauer i in. 2013]. Rosnące 
na świecie zapotrzebowanie na kwas cytrynowy jest bodźcem do prowadzenia prac nad 
doskonaleniem technologii produkcji w celu poprawy wydajności biosyntezy kwasu cy-
trynowego oraz obniżenia kosztów produkcji. Prowadzone badania koncentrują się m.in. 
na zastosowaniu niekonwencjonalnych surowców jako substratów do biosyntezy kwasu 
cytrynowego. Przedmiotem badań są między innymi odpady z przetwórstwa owocowo-
warzywnego, porafinacyjne kwasy tłuszczowe, otręby, a także glicerol [Soccol i in. 2006, 
Papagianni 2007, Singh Dhillon i in. 2011, Najafpour 2015, Vandenberghe i in. 2017, The 
National Center 2018]. 

Glicerol powstaje jako odpadowa frakcja w produkcji biopaliw do silników wysoko-
prężnych, tzw. biodiesla. Wzrost produkcji biodiesla w ostatnich latach generuje problem 
zagospodarowania fazy glicerynowej. Glicerol może stanowić źródło węgla i energii 
w procesie produkcji kwasu cytrynowego przez drobnoustroje. Wykorzystanie szczepów 
Aspergillus niger do biosyntezy kwasu cytrynowego, z użyciem glicerolu jako jedyne-
go źródła węgla, nie było dotąd przedmiotem szeroko zakrojonych badań. Zastosowanie 
czystego glicerolu jako głównego źródła węgla było badane przez zespół Foryś [Foryś 
i in. 2007]. Autorzy w wyniku przeprowadzonych badań uzyskali 59,0 g∙dm–3 kwasu 
cytrynowego produkowanego z wydajnością 0,39 g∙g–1. W innych badaniach wykorzy-
stujących glicerol jako źródło węgla w hodowlach Aspergillus niger był on stosowany 
głównie w kombinacji z innymi substratami. Zespół Schneider w hodowlach prowadzo-
nych w podłożach stałych z wykorzystaniem odpadów pochodzących z produkcji oleju 
tungowego jako głównego źródła węgla zastosował dodatek glicerolu w zakresie od 0 do 
40%. Autorzy największą wydajność (350,0 g∙kg–1) otrzymali po 7 dniach hodowli, przy 
dodatku 20% glicerolu [Schneider i in. 2014].

Niewielkie zainteresowanie wykorzystaniem glicerolu jako głównego substratu do 
biosyntezy kwasu cytrynowego z udziałem szczepów Aspergillus niger może wynikać 
z tego, że substancje zawarte w glicerolu mogą mieć inhibitujący wpływ na przebieg 
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procesu, a sam glicerol może wywoływać represję kataboliczną węgla w stosowanych 
szczepach Aspergillus niger. Rozwiązaniem problemu wykorzystania glicerolu jako źró-
dło węgla i energii może być zastosowanie hodowli z zasilaniem. Badaniem wpływu za-
silanych okresowych hodowli wgłębnych Aspergillus niger prowadzonych w podłożach 
z sacharozą na szybkość i wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego zajmował się Piet-
kiewicz. W swoich badaniach najkorzystniejsze wyniki otrzymał w hodowlach zasilanych 
jednorazową dawką sacharozy w ilości 41,3 g∙dm–3 pod koniec trzeciej doby hodowli. 
W tak prowadzonych hodowlach uzyskano wysokie końcowe stężenie kwasu cytry-
nowego (PK = 121,8 g∙dm–3) oraz dużą wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego 
(YP/S = 81,2%), a współczynnik efektywności biosyntezy kwasu cytrynowego wynosił 
69,6 %∙g∙dm–3∙h–1. Autor w zasilanych okresowych hodowlach wgłębnych uzyskał koń-
cowe stężenie kwasu cytrynowego i wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego o około 
20% wyższe w porównaniu z tradycyjnymi hodowlami okresowymi [Pietkiewicz 2002].

Przytoczone powyżej argumenty skłoniły autorów tej pracy do podjęcia badań nad 
oceną przydatności zasilanych okresowych hodowli wgłębnych Aspergillus niger, pro-
wadzonych w podłożach zawierających bezwodny glicerol, do biosyntezy kwasu cytry-
nowego. Celem przeprowadzonych badań była ocena wpływu momentu zasilenia podło-
ża hodowlanego glicerolem na szybkość i efektywność biosyntezy kwasu cytrynowego 
przez Aspergillus niger w zasilanych okresowych hodowlach wgłębnych.

MATERIAŁ 

Podłoże hodowlane
Do sporządzania podłoży hodowlanych jako źródło węgla i energii stosowano glice-

rol bezwodny cz.d.a. pochodzący z Firmy Chempur Piekary Śląskie, o czystości 99,5% 
i pH 5,0 oraz sacharozę w postaci cukru białego „Słodka łyżeczka” pochodzącego z Cu-
krowni „Ropczyce” SA. Podłoże hodowlane, obok glicerolu bezwodnego i sacharozy, 
zawierało w swoim składzie również: NH4NO3 cz.d.a. (Firma Chempur Piekary Śląskie), 
KH2PO4 cz.d.a. (Firma Chempur Piekary Śląskie), MgSO4∙7H2O cz.d.a. (Firma Chempur 
Piekary Śląskie) i wodę wodociągową. Podłoże hodowlane stosowane w okresowych 
hodowlach wgłębnych (BC) zawierało [g∙dm–3]: glicerol bezwodny – 135,0; sacharozę 
– 15,0; NH4NO3 – 2,0; KH2PO4 – 0,2; MgSO4∙7H2O – 0,2. Do oceny wpływu momentu 
jednorazowego zasilenia hodowli glicerolem bezwodnym w ilości 35,0 g∙dm–3 na szyb-
kość i wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego zastosowano początkowy skład pod-
łoża hodowlanego [g∙dm–3]: glicerol – 100,0, sacharoza – 15,0; NH4NO3 –2,0; KH2PO4 
– 0,2; MgSO4∙7H2O – 0,2.

Mikroorganizm i przygotowanie inokulum
W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger PD-66 pochodzący z kolekcji czy-

stych kultur Katedry Biotechnologii i Analizy Żywności Uniwersytetu Ekonomicznego we 
Wrocławiu. Czyste kultury Aspergillus niger PD-66 przechowywano na słupkach ziem-
niaczanych, w temperaturze 4–5°C i co 4 miesiące pasażowano je na świeże podłoże.
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Jako inokulum (zawiesina zarodników służąca do założenia kultury komórkowej) 
stosowano zawiesinę konidiów Aspergillus niger w wodzie demineralizowanej. W celu 
przygotowania inokulum do szklanej kolby płaskodennej o pojemności 750 cm3 wpro-
wadzano 100 cm3 wody demineralizowanej oraz 0,5 cm3 Tween 80 (o składzie: kwas ole-
inowy ≥ 58,0%, kwasy linolowy, palmitynowy i stearynowy). Kolbę z podłożem steryli-
zowano w autoklawie, w temperaturze 121°C przez 30 min. Po sterylizacji i ochłodzeniu 
do kolby wprowadzano konidia (zarodniki grzybów powstające w wyniku rozmnażania 
bezpłciowego) Aspergillus niger znajdujące się na jednym słupku ziemniaczanym. Tak 
przygotowane zawiesiny konidiów pozostawiano w temperaturze pokojowej na około 
6 h, co pewien czas wstrząsając.

Warunki hodowli wgłębnych
Badania z zastosowaniem okresowych hodowli wgłębnych oraz zasilanych okreso-

wych hodowli wgłębnych prowadzono w bioreaktorze laboratoryjnym Biomer 10 o po-
jemności całkowitej 7,0 dm3 i roboczej 5,0 dm3. Do bioreaktora laboratoryjnego wpro-
wadzano przygotowane podłoże hodowlane i sterylizowano w temperaturze 121°C przez 
30 min. Razem z bioreaktorem sterylizowano środek przeciwpianowy, podłoże służące 
do zasilania hodowli okresowych oraz węże pomp dozujących środek przeciwpianowy 
do fermentora. Do bioreaktora zawierającego 5 dm3 sterylnego podłoża hodowlanego 
wprowadzano obliczoną i odmierzoną objętość inokulum, tak aby stężenie konidiów wy-
nosiło 105∙cm–3. Hodowle prowadzono w temperaturze 30°C, przy ciągłym mieszaniu 
i napowietrzaniu. W celu zapewnienia odpowiedniego poziomu stężenia tlenu rozpusz-
czonego w podłożu hodowlanym wraz z przyrostem biomasy grzybni w kolejnych dniach 
trwania bioprocesu stopniowo podnoszono szybkość obrotową wału mieszadła z 300 do 
800 obr.∙min–1 i zwiększano szybkość napowietrzania z 0,13 do 0,30 dm3·dm–3·min–1.

METODY

Metody analityczne
Próbki podłoża przed oznaczeniami odwirowywano z wykorzystaniem wirówki labo-

ratoryjnej Sigma® 4K15, przy prędkości 8000 obr.∙min–1 przez 15 min. Zawartość kwa-
sów organicznych i glicerolu w podłożu hodowlanym oznaczano chromatograficznie, 
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), na chromatografie 
Perkin Elmer wyposażonym w detektor UV/VIS CE oraz detektor RI Perkin Elmer Series 
200, przy długości fali 210 nm. W czasie analiz stosowano kolumnę Knauer Eurokat H65, 
utrzymywaną w temperaturze 60°C w termostacie Cobrabid Type KB-5506. Prędkość 
przepływu próbki ustalono na poziomie 0,6 cm3∙min–1, z zastosowaniem wody do HPLC 
(Firma Chempur Piekary Śląskie) jako eluentu. Czas trwania analizy wynosił 30 min. 
Każdą próbkę filtrowano przez nylonowy filtr strzykawkowy o średnicy porów 0,22 μm. 
Objętość nastrzykiwanej próbki wynosiła 20 μl. 

Stężenie cukrów redukujących w podłożach hodowlanych, po uprzednim odwirowa-
niu biomasy, oznaczano metodą spektrofotometryczną z wykorzystaniem odczynnika 
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DNS (kwas 3,5-dinitrosalicylowy). W celu pomiaru absorbancji stosowano spektrofoto-
metr Marcel Media. Absorbancję próbki analizowano przy długości fali 540 nm wobec 
próbki kontrolnej.

Analiza statystyczna
Do oceny przebiegu hodowli obliczono następujące parametry kinetyczne: szybkość 

objętościową wzrostu biomasy (RX), średnią szybkość objętościową biosyntezy jedno-
wodnego kwasu cytrynowego (RP), wydajność biosyntezy biomasy substratu (YX/S), wy-
dajność biosyntezy jednowodnego kwasu cytrynowego w stosunku do wprowadzonego 
substratu (YP/S), współczynnik efektywności biosyntezy kwasu cytrynowego (Kef). Do 
wykonania obliczeń i prezentacji danych zastosowano pakiet Microsoft Excel – Micro-
soft Office 365.

Analizę statystyczną wykonano z wykorzystaniem programu Statistica 12.0 (Statsoft 
Inc.). Za poziom istotności statystycznej przyjęto p < 0,05. Do stwierdzenia, czy między 
badanymi grupami występują istotne statystycznie różnice wykorzystano analizę warian-
cji ANOVA.

WYNIKI I DYSKUSJA

Parametry kinetyczne charakteryzujące wzrost biomasy, zużywanie substratu i bio-
syntezę kwasu cytrynowego w okresowych hodowlach wgłębnych (BC) Aspergillus ni-
ger PD-66 prowadzonych w bioreaktorze przedstawiono w tabeli 1. 

Analiza wyników badań wykazała, że w okresowych hodowlach wgłębnych końcowe 
stężenie kwasu cytrynowego (PK) wynosiło 143,33 g∙dm–3. Średnia szybkość objętościo-
wa (RP) biosyntezy kwasu cytrynowego wynosiła 0,607 g∙dm–3∙h–1, całkowita wydajność 
(YP/S) biosyntezy kwasu cytrynowego w stosunku do wprowadzonego substratu osiągnęła 
wartość 95,80% (m/m), a współczynnik efektywności (Kef) biosyntezy kwasu cytrynowe-
go był równy 58,15 %∙g∙dm–3∙h–1.

Przebieg okresowej hodowli wgłębnej oraz kształtowanie się wartości parametrów 
kinetycznych charakteryzujących biosyntezę kwasu cytrynowego, zużywanie substratu 
oraz wzrost biomasy przedstawiono na rysunkach 1, 2 i 3. 

Nagromadzanie kwasu cytrynowego w podłożu hodowlanym rozpoczęło się po upły-
wie drugiej doby hodowli. Szybkość objętościowa biosyntezy kwasu cytrynowego wzra-
stała w trakcie hodowli i utrzymywała się na wysokim poziomie aż do ostatniej doby 
hodowli (rys. 1). 

W pierwszej dobie hodowli obserwowano znaczny wzrost szybkości objętościowej zu-
żywania substratu (RS = 0,820 g∙dm–3∙h–1). W następnej dobie szybkość objętościowa zuży-
wania substratu spadła i ponownie zaczęła wzrastać w czwartej dobie hodowli (rys. 2). 

Największą szybkość objętościową biosyntezy biomasy (RX), wynoszącą 0,130 g∙dm–3∙
·h–1 stwierdzono w trzeciej dobie hodowli (rys. 3).

W kolejnym etapie badań, po dokonaniu analizy przebiegu okresowych hodowli 
wgłębnych Aspergillus niger PD-66, badano przydatność zasilanych okresowych hodow-
li wgłębnych (FBC) do produkcji kwasu cytrynowego. W tym celu podłoże hodowlane 
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Tabela 1.  Podstawowe parametry kinetyczne charakteryzujące biosyntezę kwasu cytrynowego 
w okresowych hodowlach wgłębnych Aspergillus niger PD-66 prowadzonych w biore-
aktorze

Table 1.  Kinetic parameters of citric acid biosynthesis by Aspergillus niger PD-66 in submerged 
batch cultures

Symbol Jednostka
Unit Parametr – Parameter Wartość

Value

t h czas trwania hodowli
culture time 236

G0 g∙dm–3 początkowe stężenie glicerolu w podłożu
initial concentration of glycerol in the medium 135,00

SSC g∙dm–3 początkowe stężenie sacharozy w podłożu
initial sucrose concentration in the medium 15,00

S0 g∙dm–3 początkowe stężenie substratu (glicerol + sacharoza) w podłożu
initial substrate concentration (glycerol + sucrose) in the substrate 150,00

GK g∙dm–3 końcowe stężenie glicerolu w podłożu
final concentration of glycerol in the medium 4,76

RS g∙dm–3∙h–1 średnia szybkość objętościowa zużywania substratu
the average volume rate of substrate consumption 0,605

RSmax g∙dm–3∙h–1 maksymalna szybkość objętościowa zużywania substratu
maximum surface speed of substrate consumption 0,888

XK g∙dm–3 końcowe stężenie biomasy w podłożu
final biomass concentration in the substrate 13,32

RX g∙dm–3∙h–1 średnia szybkość objętościowa wzrostu biomasy
average volume rate of biomass growth 0,056

μ g∙g–1∙h–1 szybkość właściwa wzrostu biomasy
specific speed of biomass growth 0,0030

PK g∙dm–3 końcowe stężenie jednowodnego kwasu cytrynowego w podłożu
final concentration of citric acid monohydrate in the medium 143,33

RP g∙dm–3∙h–1
średnia szybkość objętościowa biosyntezy jednowodnego 

kwasu cytrynowego
the average volume rate of the biosynthesis of citric acid monohydrate

0,607

RPmax g∙dm–3∙h–1
maksymalna szybkość objętościowa biosyntezy jednowodnego kwasu 

cytrynowego
maximum volume rate of the biosynthesis of citric acid monohydrate

0,962

YX/S % (m/m) wydajność biosyntezy biomasy
biomass biosynthesis efficiency 8,900

YP/S % (m/m) wydajność biosyntezy jednowodnego kwasu cytrynowego
biosynthesis efficiency of citric acid monohydrate 95,80

Kef %∙g∙dm–3∙h–1
współczynnik efektywności biosyntezy jednowodnego 

kwasu cytrynowego
coefficient of efficiency of citric acid monohydrate biosynthesis

58,15
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zasilano glicerolem bezwodnym w ilości 35,0 g∙dm–3 w 65., 93. i 113. godzinie bioproce-
su. W ten sposób badano wpływ momentu jednorazowego zasilenia podłoża hodowlane-
go na szybkość i wydajność biosyntezy kwasu cytrynowego.

Rys. 1.  Przebieg zmian wartości podstawowych parametrów kinetycznych charakteryzujących 
stężenie kwasu cytrynowego (P), wydajność (YP/S), szybkość objętościową (RP), maksy-
malną szybkość objętościową (RPmax) biosyntezy kwasu cytrynowego w okresowej ho-
dowli wgłębnej Aspergillus niger PD-66 

Fig. 1.  Time course of changes of citric acid concentration (P), yield (YP/S) and volumetric rate 
(RP) and maximum volumetric rate (RPmax) of citric acid concentration in submerged 
batch culture of Aspergillus niger PD-66 

Rys. 2.  Przebieg zmian wartości parametrów kinetycznych charakteryzujących stężenie substra-
tu (glicerol + sacharoza) (S), szybkość objętościową (RS), maksymalną szybkość objęto-
ściową (RSmax) jego zużywania w okresowej hodowli wgłębnej Aspergillus niger PD-66 

Fig. 2.  Time course of changes of substrate concentration (glycerol + sucrose) (S), volumetric 
rate of substrate consumption (RS), maximum volumetric rate of substrate consumption 
(RSmax) in submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66
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Wyniki badań wpływu momentu jednorazowego zasilenia hodowli glicerolem bez-
wodnym na kształtowanie się wartości parametrów kinetycznych charakteryzujących 
wzrost biomasy, zużywanie substratu i biosyntezę kwasu cytrynowego w zasilanych 
okresowych hodowlach wgłębnych Aspergillus niger PD-66 prowadzonych w bioreakto-
rze przedstawiono w tabeli 2.

Po dokonaniu analizy uzyskanych wyników stwierdzono, że najkorzystniejsze warto-
ści parametrów charakteryzujących przebieg hodowli uzyskano w hodowlach zasilonych 
glicerolem bezwodnym pod koniec czwartej doby. Końcowe stężenie kwasu cytrynowe-
go w tych hodowlach wynosiło 118,40 g∙dm–3, a całkowita wydajność biosyntezy kwasu 
cytrynowego w stosunku do wprowadzonego substratu wynosiła 77,10% (m/m). W tym 
wariancie hodowli otrzymano również największą wartość współczynnika efektywności 
biosyntezy kwasu cytrynowego (Kef = 35,23 %∙g∙dm–3∙h–1). Opóźnienie zasilenia o jedną 
dobę wpłynęło na obniżenie wydajności biosyntezy kwasu cytrynowego (YP/S) o oko-
ło 20% oraz zmniejszenie szybkości objętościowej biosyntezy kwasu cytrynowego (RP) 
o 0,085 g∙dm–3∙h–1. Współczynnik efektywność biosyntezy kwasu cytrynowego (Kef) 
w hodowlach zasilonych w piątej dobie wyniósł jedynie 18,35 %∙g∙dm–3∙h–1 i był zdecy-
dowanie niższy niż w tradycyjnych okresowych hodowlach wgłębnych. 

Zasilenie hodowli glicerolem bezwodnym w trzeciej dobie spowodowało obniżenie 
końcowego stężenia kwasu cytrynowego o około 5 g∙dm–3, a całkowitej wydajności bio-
syntezy kwasu cytrynowego o około 10%. W hodowlach zasilonych w trzeciej dobie 
nastąpiło znaczne wydłużenie czasu trwania hodowli oraz zmniejszenie szybkości ob-
jętościowej zużywania substratu (RS = 0,398 g∙dm–3∙h–1) oraz szybkości objętościowej 
biosyntezy kwasu cytrynowego (RP = 0,372 g∙dm–3∙h–1). 

Rys. 3.  Przebieg zmian wartości parametrów kinetycznych charakteryzujących stężenie bioma-
sy (X), wydajność (YX/S), szybkość objętościową (RX) jej wzrostu w okresowej hodowli 
wgłębnej Aspergillus niger PD-66 

Fig. 3.  Time course of changes of substrate concentration biomass concentration in culture me-
dium (X), yield of biomass with respect to the introduced substrate (YX/S), volumetric rate 
of biomass growth (RX) in submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66
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Tabela 2.  Parametry kinetyczne charakteryzujące biosyntezę kwasu cytrynowego w zasilanych okre-
sowych hodowlach wgłębnych Aspergillus niger PD-66 prowadzonych w bioreaktorze

Table 2.  Kinetic parameters of citric acid biosynthesis by Aspergillus niger PD-66 in fed sub-
merged batch cultures

Symbol Jednostka
Unit Parametr – Parameter

Moment zasilenia hodowli
Feeding moment of the beed

tz [h]
65 93 113

t h czas trwania hodowli
culture time 305 259 209

G0 g∙dm–3 początkowe stężenie glicerolu w podłożu initial 
concentration of glycerol in the medium 100,0 100,0 100,0

SSC g∙dm–3 początkowe stężenie sacharozy w podłożu
initial sucrose concentration in the medium 15,0 15,0 15,0

GZ g∙dm–3 ilość glicerolu dodanego w trakcie zasilania
amount of glycerol added during feeding 35,0 35,0 35,0

GS g∙dm–3 sumaryczne stężenie glicerolu w podłożu
total concentration of glycerol in the medium 135,0 135,0 135,0

GK g∙dm–3 końcowe stężenie glicerolu w podłożu
final concentration of glycerol in the medium 27,8 6,5 33,9

S0 g∙dm–3 sumaryczne stężenie substratu (glicerol + sacharoza)
total substrate concentration (glycerol + sucrose) 150,00 150,00 150,00

RS g∙dm–3∙h–1 średnia szybkość objętościowa zużywania substratu
the average volume rate of substrate consumption 0,398 0,544 0,555

RSmax g∙dm–3∙h–1
maksymalna szybkość objętościowa 

zużywania substratu
maximum surface speed of substrate consumption

0,724 0,839 0,840

XK g∙dm–3 końcowe stężenie biomasy w podłożu
final biomass concentration in the substrate 13,50 15,32 11,08

RX g∙dm–3∙h–1 średnia szybkość objętościowa wzrostu biomasy
average volume rate of biomass growth 0,044 0,059 0,053

u g∙g–1∙h–1 szybkość właściwa wzrostu biomasy
specific speed of biomass growth 0,002 0,004 0,001

PK g∙dm–3

końcowe stężenie jednowodnego 
kwasu cytrynowego w podłożu

final concentration of citric acid monohydrate 
in the medium

113,50 118,40 66,20

RP g∙dm–3∙h–1

średnia szybkość objętościowa biosyntezy 
jednowodnego kwasu cytrynowego

average volume rate of the biosynthesis 
of citric acid monohydrate

0,372 0,457 0,317

RPmax g∙dm–3∙h–1

maksymalna szybkość objętościowa biosyntezy 
jednowodnego kwasu cytrynowego

maximum volume rate of the biosynthesis 
of citric acid monohydrate

0,773 1,079 0,671

YX/S % (m/m) wydajność biosyntezy biomasy
biomass biosynthesis efficiency 9,10 10,21 7,40

YP/S % (m/m)
wydajność biosyntezy jednowodnego 

kwasu cytrynowego
biosynthesis efficiency of citric acid monohydrate

76,10 77,10 57,90

Kef g∙dm–3∙h–1

współczynnik efektywności biosyntezy 
jednowodnego kwasu cytrynowego

coefficient of efficiency of citric acid monohydrate 
biosynthesis

28,31 35,23 18,35
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Przebieg przykładowej zasilanej okresowej hodowli wgłębnej (prowadzonej w pod-
łożu hodowlanym zawierającym w początkowym składzie glicerol bezwodny o stężeniu 
100,0 g∙dm–3 i sacharozę 15,0 g∙dm–3, do której w 93. godzinie dodano glicerol bezwodny 
w ilości 35,0 g∙dm–3), oraz kształtowanie się wartości parametrów kinetycznych cha-
rakteryzujących biosyntezę kwasu cytrynowego, zużycie substratu oraz wzrost biomasy 
przedstawiono na rysunkach 4, 5 i 6. 

Z analizy przebiegu zasilanej okresowej hodowli wgłębnej zasilonej jedną dawką gli-
cerolu w 93. godzinie hodowli wynika, że w pierwszej dobie hodowli po dodaniu glicero-
lu bezwodnego zaobserwowano zmniejszenie szybkości objętościowej biosyntezy kwasu 
cytrynowego (RP) o 0,064 g∙dm–3∙h–1. W kolejnej dobie szybkość objętościowa biosynte-
zy kwasu cytrynowego nie osiągnęła poziomu obserwowanego przed zasileniem, utrzy-
mywała się jednak na stałym poziomie do ostatniej doby hodowli. Jednorazowe zasilenie 
glicerolem nie wpłynęło znacząco również na zmiany szybkości objętościowej wzrostu 
biomasy (RX). 

Porównanie przebiegu zasilanej okresowej hodowli wgłębnej z tradycyjną hodowlą 
okresową wykazało, że jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem bezwodnym przyczy-
niło się do zmniejszenia końcowego stężenia kwasu cytrynowego w podłożu hodowla-
nym oraz całkowitej wydajności biosyntezy kwasu cytrynowego o około 20%.

Analiza statystyczna wyników wykazała istotny wpływ jednorazowego zasilenia pod-
łoża hodowlanego glicerolem na proces biosyntezy kwasu cytrynowego. Porównanie wy-
ników uzyskanych w tych hodowlach z wynikami z tradycyjnych okresowych hodowli 
wgłębnych wykazało, że jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem bezwodnym w ilości 
35,0 g∙dm–3, w każdym ze zbadanych momentów zasilenia, wyraźnie negatywnie wpły-

Rys. 4.  Przebieg zmian wartości parametrów kinetycznych charakteryzujących stężenie kwasu 
cytrynowego (P), wydajność (YP/S), szybkość objętościową (RP) biosyntezy kwasu cy-
trynowego w zasilanej okresowej hodowli wgłębnej Aspergillus niger PD-66, do której 
w 93. godzinie hodowli dodawano 35,0 g∙dm–3 glicerolu bezwodnego

Fig. 4.  Time course of changes of citric acid concentration (P), yield (YP/S) and volumetric rate 
(RP) and maximum volumetric rate (RPmax) of citric acid concentration in fed submerged 
batch culture of Aspergillus niger PD-66 after 93 hours culture
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Rys. 5.  Przebieg zmian wartości parametrów kinetycznych charakteryzujących stężenie substratu 
(S), szybkości objętościowej (RS) jego zużywania w zasilanej okresowej hodowli wgłęb-
nej Aspergillus niger PD-66, do której w 93. godzinie hodowli dodawano 35,0 g∙dm–3 

glicerolu bezwodnego
Fig. 5.  Time course of changes of substrate concentration (glycerol + sucrose) (S), volumetric 

rate of substrate consumption (RS), maximum volumetric rate of substrate consumption 
(RSmax) in fed submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66 after 93 hours culture

Rys. 6.  Przebieg zmian wartości parametrów kinetycznych charakteryzujących stężenie bioma-
sy (X), wydajność (YX/S) szybkość objętościową (RX) jej wzrostu w zasilanej okresowej 
hodowli wgłębnej Aspergillus niger PD-66, do której w 93. godzinie hodowli dodawano 
35,0 g∙dm–3 glicerolu bezwodnego

Fig. 6.  Time course of changes of substrate concentration biomass concentration in culture me-
dium (X), yield of biomass with respect to the introduced substrate (YX/S), volumetric 
rate of biomass growth (RX) in submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66 after 
93 hours culture
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nęło na wydajność i efektywność biosyntezy kwasu cytrynowego. Jednorazowe zasilenie 
glicerolem bezwodnym spowodowało obniżenie końcowego stężenia kwasu cytryno-
wego w podłożu hodowlanym o około 20%, a współczynnik efektywności biosyntezy 
kwasu cytrynowego obniżył się nawet o 50%. Ponadto jednorazowe zasilenie źródłem 
węgla spowodowało wzrost stężenia nieprzefermentowanego glicerolu pozostającego 
w podłożu hodowlanym na końcu hodowli. Nagromadzanie kwasu cytrynowego w za-
silanych okresowych hodowlach wgłębnych rozpoczęło się już w drugiej dobie procesu, 
a w okresowych hodowlach wgłębnych po ukończeniu drugiej doby procesu. 

Z przeprowadzonych badań wynika, że jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem 
wpływa negatywnie na biosyntezę kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger. Nieko-
rzystny wpływ zasilenia podłoża hodowlanego glicerolem może być wynikiem wydłu-
żenia czasu adaptacji drobnoustrojów do alternatywnego źródła węgla, co przejawia się 
w opóźnieniu wzrostu komórek Aspergillus niger. W komórkach Aspergillus niger glice-
rol ulega fosforylacji do 3-fosfoglicerolu, podobnie jak w przypadku Aspergillus nidulans 
i Saccharomyces cerevisiae. Tę reakcję katalizuje kinaza glicerynowa, która u Saccharo-
myces cerevisiae jest produktem genu GUT1 [Hondmann i in. 1991, Salazar Peña 2010, 
Nicol i in. 2012].  Następnie 3-fosfoglicerol pod wpływem dehydrogenazy 3-fosfoglice-
rynowej, zależnej od FAD+, ulega utlenieniu do fosfodihydroksyacetonu, który zostaje 
włączony do szlaku glikolitycznego. Pobór glicerolu przez drobnoustroje odbywa się 
na zasadzie transportu aktywnego, poprzez symport glicerol/H+ lub glicerol/Na+ i może 
być czynnikiem spowalniającym wzrost drobnoustrojów, co potwierdził zespół Kleina 
na przykładzie szczepów drożdży Saccharomyces cerevisiae [Klein i in. 2017]. Zepół 
Swinnena wykazał, że maksymalna szybkość właściwa wzrostu biomasy (μmax) Saccha-
romyces cerevisiae w podłożach z glicerolem bezwodnym w stężeniu 6% (v/v) wynosiła 
0,15 g∙g∙h–1 [Swinnen i in. 2013]. W swojej pracy doktorskiej Salazar Peňa  także po-
twierdziła, że wzrost szczepu Aspergillus niger jest cztery razy wolniejszy w podłożach 
zawierających glicerol w porównaniu do szybkości wzrostu w podłożach z glukozą jako 
źródłem węgla [Salazar Peña 2010]. 

Zasilenie hodowli glicerolem w ilości 30,0 g∙dm–3 mogło wywołać zjawisko represji 
katabolicznej węgla, w wyniku której wysokie stężenia źródła węgla mogą hamować 
syntezę enzymów związanych z katabolizmem alternatywnego źródła węgla [Ruijter 
i Visser 2006, Jankiewicz 2007]. 

Zastosowanie glicerolu do produkcji kwasu cytrynowego przez grzyby strzępkowe 
Aspergillus niger w okresowych hodowlach wgłębnych oraz zasilanych okresowych ho-
dowlach wgłębnych jest zagadnieniem nowym i mało poznanym. W literaturze brak wyni-
ków badań dotyczących zastosowania zasilanych hodowli okresowych Aspergillus niger 
do biosyntezy kwasu cytrynowego z użyciem glicerolu jako głównego źródła węgla. Za-
stosowanie zasilanych hodowli okresowych zostało zbadane głównie w kontekście pro-
dukcji kwasu cytrynowego w podłożach z glicerolem przez drożdże Yarrowia lipolytica. 
Rywińska i współpracownicy w okresowych zasilanych hodowlach wgłębnych Yarrowia 
lipolytica uzyskali stężenie kwasu cytrynowego równe 139,0 g∙dm–3 [Rywińska i in. 2009]. 
W prowadzonych przez autorów hodowlach początkowe stężenie glicerolu odpadowego 
wynosiło 80,0–100,0 g∙dm–3, a zasilenie podłoża hodowlanego glicerolem następowało 
w dwóch porcjach, w 24. i 48. godzinie hodowli, tak aby stężenie glicerolu w podłożu 
wyniosło 200,0 g∙dm–3 [Rywińska i in. 2009]. Rywińska i Rymowicz w powtarzanych 
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zasilanych hodowlach okresowych (RBC) Yarrowia lipolytica w podłożach z glicerolem 
uzyskali 124,0 g∙dm–3 kwasu cytrynowego, produkowanego z wydajnością i produktyw-
nością wynoszącą odpowiednio 0,77 g∙g–1 i 0,85 g∙g–1∙h–1. Prowadzone hodowle zasila-
no glicerolem co 3 dni w ilości 30%. Taka metoda produkcji kwasu cytrynowego przez 
Yarrowia lipolytica, w porównaniu do tradycyjnych okresowych hodowli wgłębnych, 
pozwoliła na uzyskanie większej wydajności procesu oraz wydłużyła czas intensywnej 
biosyntezy kwasu cytrynowego [Rywińska i Rymowicz 2010]. 

Zasilane okresowe hodowle wgłębne zastosowano do produkcji kwasu propionowego 
przez Propionibacterium acidipropionici oraz Propionibacterium freudenreichii w pod-
łożach hodowlanych zawierających w swoim składzie glicerol lub glukozę. Okresowe 
hodowle wgłębne zasilane glicerolem pozwoliły na uzyskanie większej o około 50% 
wydajności procesu w porównaniu do hodowli zasilanych glukozą [Himmi i in. 2000].   
Podobnie dużą wydajność biosyntezy kwasu bursztynowego wynoszącą 160% uzyskano 
w hodowlach Anaerobiospirillum succiniciproducens zasilanych glicerolem i ekstraktem 
drożdżowym [Lee i in. 2017].

WNIOSKI 
1. Wykazano, że w jednorazowo zasilanych glicerolem bezwodnym okresowych 

hodowlach wgłębnych wydajność kwasu cytrynowego i szybkość jego biosyntezy były 
mniejsze niż w tradycyjnych hodowlach okresowych. Zastosowana procedura wpły-
wa także na zmniejszenie stężenia biomasy, hamuje biosyntezę kwasu cytrynowego 
oraz przyczynia się do zmniejszenia szybkości objętościowej i właściwej zużywania sub-
stratu.

2. W okresowych hodowlach wgłębnych Aspergillus niger PD-66 uzyskano wyższą 
szybkość, wydajność i efektywność biosyntezy kwasu cytrynowego (RP = 0,607 g∙dm–3∙
·h–1; YP/S = 95,80%; Kef = 58,15 %∙g∙dm–3∙h–1), aniżeli w hodowlach zasilanych.

3. Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach wskazują na celowość ich konty-
nuacji. Dalsze badania sprzyjać powinny doskonaleniu metod produkcji kwasu cytryno-
wego, a także umożliwiać lepsze poznanie szlaków metabolicznych odpowiedzialnych za 
wydajną biokonwersję glicerolu przez Aspergillus oraz doprowadzić do powszechnego 
zastosowania glicerolu jako taniego substratu w przemysłowej produkcji kwasu cytryno-
wego lub innych kwasów organicznych.
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THE INFLUENCE OF FED BATCH CULTURE ON THE EFFICACY OF CITRIC ACID 
BIOSYNTHESIS

Summary. Citric acid has been used in many areas of industry. Its annual global production 
reaches about 1.8 million tonnes, and the citric acid market is one of the fastest growing 
segment of food additives. The reason for the continuous increase in citric acid production 
is its wide application in the food, chemical and pharmaceutical industry. The growing 
demand for citric acid in the world is a stimulus to work on the use of alternative carbon 
sources for its biosynthesis. The aim of this study was to evaluate the effect of the moment 
of feeding the medium with glycerol on the rate and efficiency of citric acid biosynthesis 
in fed batch submerged cultures. For this purpose, the culture medium was feed with anhy-
drous glycerol at a concentration of 35.0 g∙dm–3 at 65.93 and 113 hours of the bioprocess. 
Studies using submerged cultures and fed submerged cultures were carried out in a labora-
tory bioreactor with a working volume of 5.0 dm3. For the preparation of culture media 
anhydrous glycerol and sucrose, as an energy and carbon source, were used. In the study the 
strain Aspergillus niger PD-66 from the collection of the Department of Biotechnology and 
Food Analysis, Wrocław University of Economics was used. Subsequent attempts to inten-
sify the biosynthesis of citric acid using a fed batch culture gave unsatisfying results. The 
best results of the volumetric rate, efficiency and effectiveness of citric acid biosynthesis in 
submerged cultures of the Aspergillus niger PD-66 were obtained (RP = 0.607 g∙dm–3∙h–1; 
YP/S = 95.80%; Kef = 58.15 %∙g∙dm–3∙h–1). The most preferred values of the parameters char-
acterizing the course of fed submerged cultures were obtained in cultures fed with glycerol 
at 93rd hour of the bioprocess. A single supply of 35 g∙dm–3 anhydrous glycerol resulted in 
a decrease in biomass concentration, inhibition of citric acid biosynthesis and in reduced 
volume rate and substrate consumption. The results obtained in the conducted studies in-
dicate the desirability of their continuation. Subsequent research should promote the im-
provement of citric acid production methods and allow better understanding of the metabol-
ic pathways responsible for the efficient glycerol bioconversion of Aspergillus. In addition, 
they should lead to the widespread use of glycerol as a cheap substrate in the industrial 
production of citric acid or other organic acids.

Key words: citric acid, glycerol, biosynthesis, Aspergillus niger, submerged culture


