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EFEKTYWNOSC BIOSYNTEZY KWASU CYTRYNOWEGO W
ZASILANYCH OKRESOWYCH HODOWLACH WGLEBNYCH
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Streszczenie. Kwas cytrynowy jest stosowany w wielu dziedzinach przemystu. Jego $wia-
towa produkcja sigga okoto 1,8 miliona ton rocznie, a rynek kwasu cytrynowego nalezy do
najszybciej rozwijajacego si¢ segmentu rynku dodatkéw do zywnosci. Powodem ciggtego
wzrostu produkcji i zapotrzebowania na kwas cytrynowy jest jego szerokie zastosowanie
— poczawszy od przemyshu spozywczego przez farmaceutyczny az do metalurgicznego.
Rosngce na $wiecie zapotrzebowanie na kwas cytrynowy jest bodzcem do poszukiwa-
nia alternatywnych zrédet wegla do jego biosyntezy. Celem przeprowadzonych badan
byta ocena wptywu momentu zasilenia podloza hodowlanego glicerolem na szybkos$¢
i efektywnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger w zasilanych okre-
sowych hodowlach wglebnych. W tym celu podtoze hodowlane zasilano glicerolem bez-
wodnym w ilosci 35,0 g:dm™ w 65., 93. i 113. godzinie bioprocesu. Analiza wynikow
badan wykazata, ze najwyzsze koncowe stezenie kwasu cytrynowego Py = 143,33 g-dm™
i najwigksza catkowita wydajnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego w stosunku do wprowa-
dzonego substratu Y, = 95,80% (m/m) uzyskano w niezasilanych okresowych hodowlach
wglebnych. Najkorzystniejsze parametry charakteryzujace przebieg zasilanych okresowych
hodowli wgtebnych uzyskano w hodowlach zasilonych glicerolem pod koniec czwartej
doby, czyli w 93. godzinie bioprocesu. Konicowe stezenie kwasu cytrynowego w tych ho-
dowlach wynosito 118,40 g-dm™, a catkowita wydajno$¢ biosyntezy kwasu cytrynowego
wynosita 77,10% (m/m).
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WSTEP

Kwas cytrynowy jest obecny w komorkach roslinnych i zwierzecych oraz ptynach fi-
zjologicznych organizmu cztowieka. Dla organizméw zywych jest on niezbednym meta-
bolitem w szeregu reakcji cyklu Krebsa, w wyniku ktérego nastepuje utlenianie glukozy
do ditlenku wegla i wody z wydzieleniem energii [Berg i in. 2002, Goldberg i in. 2006,
Apelblat 2014].

Ze wzgledu na swoja nieszkodliwos¢, a takze wlasciwosci chelatujace i sekwestrujace
jony metali kwas cytrynowy jest stosowany w przemysle spozywczym, farmaceutycznym
oraz chemicznym, a nawet metalurgicznym. Jego roczna produkcja na §wiecie wynosi
okoto 1,8 miliona ton, a rynek kwasu cytrynowego nalezy do najszybciej rozwijajacego
si¢ segmentu dodatkéw do zywnosci. Powodem ciagltego wzrostu produkcji i zapotrze-
bowania na kwas cytrynowy jest jego szerokie zastosowanie nie tylko w przemysle spo-
zywczym 1 farmaceutycznym, ale takze w produkcji biopolimerow, ochronie srodowiska
oraz biomedycynie [Singh Dhillon i in. 2011, Najafpour 2015, Vandenberghe i in. 2017,
The National Center 2018, BioPortfolio 2019]. Dotychczas w przemystowej produkcji
kwasu cytrynowego powszechnie stosowana jest metoda hodowli wgltebnych z udzia-
tem szczepow Aspergillus niger. Gtdwnymi substratami w produkcji kwasu cytrynowe-
go sa melasa buraczana, sacharoza oraz syrop glukozowy [Sauer i in. 2013]. Rosnace
na $wiecie zapotrzebowanie na kwas cytrynowy jest bodZzcem do prowadzenia prac nad
doskonaleniem technologii produkcji w celu poprawy wydajnosci biosyntezy kwasu cy-
trynowego oraz obnizenia kosztéw produkcji. Prowadzone badania koncentruja si¢ m.in.
na zastosowaniu nickonwencjonalnych surowcow jako substratow do biosyntezy kwasu
cytrynowego. Przedmiotem badan sa migdzy innymi odpady z przetworstwa owocowo-
warzywnego, porafinacyjne kwasy ttuszczowe, otregby, a takze 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 silnikow wysoko-
preznych, tzw. biodiesla. Wzrost produkcji biodiesla w ostatnich latach generuje problem
zagospodarowania fazy glicerynowej. Glicerol moze stanowi¢ zrodto wegla 1 energii
w procesie produkcji kwasu cytrynowego przez drobnoustroje. Wykorzystanie szczepow
Aspergillus niger do biosyntezy kwasu cytrynowego, z uzyciem glicerolu jako jedyne-
go zrodta wegla, nie bylo dotad przedmiotem szeroko zakrojonych badan. Zastosowanie
czystego glicerolu jako gléwnego zrodta wegla byto badane przez zespdt Forys [Fory$
i in. 2007]. Autorzy w wyniku przeprowadzonych badan uzyskali 59,0 g-dm™ kwasu
cytrynowego produkowanego z wydajnoscig 0,39 g-g”'. W innych badaniach wykorzy-
stujacych glicerol jako zrodto wegla w hodowlach Aspergillus niger byt on stosowany
glownie w kombinacji z innymi substratami. Zespot Schneider w hodowlach prowadzo-
nych w podlozach statych z wykorzystaniem odpadéw pochodzacych z produkceji oleju
tungowego jako glownego zrodla wegla zastosowat dodatek glicerolu w zakresie od 0 do
40%. Autorzy najwicksza wydajno$é (350,0 g-kg™!) otrzymali po 7 dniach hodowli, przy
dodatku 20% glicerolu [Schneider i in. 2014].

Niewielkie zainteresowanie wykorzystaniem glicerolu jako gtdéwnego substratu do
biosyntezy kwasu cytrynowego z udziatem szczepdw Aspergillus niger moze wynikac
z tego, ze substancje zawarte w glicerolu moga mie¢ inhibitujacy wpltyw na przebieg
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procesu, a sam glicerol moze wywolywaé represj¢ kataboliczng wegla w stosowanych
szczepach Aspergillus niger. Rozwigzaniem problemu wykorzystania glicerolu jako zro-
dto wegla i energii moze by¢ zastosowanie hodowli z zasilaniem. Badaniem wplywu za-
silanych okresowych hodowli wglebnych Aspergillus niger prowadzonych w podtozach
z sacharozg na szybko$¢ i wydajnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego zajmowat si¢ Piet-
kiewicz. W swoich badaniach najkorzystniejsze wyniki otrzymat w hodowlach zasilanych
jednorazowa dawka sacharozy w ilosci 41,3 g-dm™ pod koniec trzeciej doby hodowli.
W tak prowadzonych hodowlach uzyskano wysokie koncowe stezenie kwasu cytry-
nowego (P, = 121,8 g-dm™) oraz duza wydajnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego
(Yps= 81,2%), a wspotczynnik efektywnosci biosyntezy kwasu cytrynowego wynosit
69,6 %-g:dm>h™'. Autor w zasilanych okresowych hodowlach wgtebnych uzyskat kon-
cowe stezenie kwasu cytrynowego i wydajnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego o okoto
20% wyzsze w poréwnaniu z tradycyjnymi hodowlami okresowymi [Pietkiewicz 2002].

Przytoczone powyzej argumenty sktonity autorow tej pracy do podjecia badan nad
oceng przydatnosci zasilanych okresowych hodowli wglebnych Aspergillus niger, pro-
wadzonych w podlozach zawierajacych bezwodny glicerol, do biosyntezy kwasu cytry-
nowego. Celem przeprowadzonych badan byta ocena wplywu momentu zasilenia podto-
za hodowlanego glicerolem na szybkosc¢ i efektywno$¢ biosyntezy kwasu cytrynowego
przez Aspergillus niger w zasilanych okresowych hodowlach wgtebnych.

MATERIAL

Podloze hodowlane

Do sporzadzania podtozy hodowlanych jako zrodto wegla i energii stosowano glice-
rol bezwodny cz.d.a. pochodzacy z Firmy Chempur Piekary Slaskie, o czystosci 99,5%
i pH 5,0 oraz sacharoze w postaci cukru biatego ,,Stodka tyzeczka” pochodzacego z Cu-
krowni ,,Ropczyce” SA. Podloze hodowlane, obok glicerolu bezwodnego i sacharozy,
zawierato w swoim sktadzie rowniez: NH,NO, cz.d.a. (Firma Chempur Piekary Slaskie),
KH,PO, cz.d.a. (Firma Chempur Piekary Slaskie), MgSO,-7H,0 cz.d.a. (Firma Chempur
Piekary Slaskie) i wode wodociggowa. Podloze hodowlane stosowane w okresowych
hodowlach wglebnych (BC) zawierato [g:dm™]: glicerol bezwodny — 135,0; sacharoze
- 15,0; NH,NO, - 2,0; KH,PO, — 0,2; MgSO,-7H,0 — 0,2. Do oceny wptywu momentu
jednorazowego zasilenia hodowli glicerolem bezwodnym w ilosci 35,0 g-dm™ na szyb-
ko$¢ i wydajnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego zastosowano poczatkowy sktad pod-
toza hodowlanego [g-dm]: glicerol — 100,0, sacharoza — 15,0; NH,NO; -2,0; KH,PO,
-0,2; MgSO,-7H,0 - 0,2.

Mikroorganizm i przygotowanie inokulum

W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger PD-66 pochodzacy z kolekcji czy-
stych kultur Katedry Biotechnologii i Analizy Zywnoéci Uniwersytetu Ekonomicznego we
Wroctawiu. Czyste kultury Aspergillus niger PD-66 przechowywano na stupkach ziem-
niaczanych, w temperaturze 4-5°C i co 4 miesiace pasazowano je na $wieze podltoze.
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Jako inokulum (zawiesina zarodnikow stuzaca do zalozenia kultury komoérkowej)
stosowano zawiesing konidiow Aspergillus niger w wodzie demineralizowanej. W celu
przygotowania inokulum do szklanej kolby ptaskodennej o pojemnosci 750 cm® wpro-
wadzano 100 cm® wody demineralizowanej oraz 0,5 cm® Tween 80 (o sktadzie: kwas ole-
inowy > 58,0%, kwasy linolowy, palmitynowy i stearynowy). Kolbe z podtozem steryli-
zowano w autoklawie, w temperaturze 121°C przez 30 min. Po sterylizacji i ochlodzeniu
do kolby wprowadzano konidia (zarodniki grzybéw powstajace w wyniku rozmnazania
bezplciowego) Aspergillus niger znajdujace si¢ na jednym stupku ziemniaczanym. Tak
przygotowane zawiesiny konididéw pozostawiano w temperaturze pokojowej na okoto
6 h, co pewien czas wstrzasajac.

Warunki hodowli wgtebnych

Badania z zastosowaniem okresowych hodowli wglebnych oraz zasilanych okreso-
wych hodowli wglebnych prowadzono w bioreaktorze laboratoryjnym Biomer 10 o po-
jemnosci catkowitej 7,0 dm® i roboczej 5,0 dm®. Do bioreaktora laboratoryjnego wpro-
wadzano przygotowane podloze hodowlane i sterylizowano w temperaturze 121°C przez
30 min. Razem z bioreaktorem sterylizowano $rodek przeciwpianowy, podtoze stuzace
do zasilania hodowli okresowych oraz weze pomp dozujacych $rodek przeciwpianowy
do fermentora. Do bioreaktora zawierajagcego 5 dm® sterylnego podtoza hodowlanego
wprowadzano obliczong i odmierzong obj¢to$¢ inokulum, tak aby stg¢zenie konidiow wy-
nosito 10°-cm. Hodowle prowadzono w temperaturze 30°C, przy ciagtym mieszaniu
i napowietrzaniu. W celu zapewnienia odpowiedniego poziomu st¢zenia tlenu rozpusz-
czonego w podtozu hodowlanym wraz z przyrostem biomasy grzybni w kolejnych dniach
trwania bioprocesu stopniowo podnoszono szybko$¢ obrotowa watu mieszadta z 300 do
800 obr.-min" i zwigkszano szybko$¢ napowietrzania z 0,13 do 0,30 dm*-dm™-min".

METODY

Metody analityczne

Probki podtoza przed oznaczeniami odwirowywano z wykorzystaniem wiréwki labo-
ratoryjnej Sigma® 4K 15, przy predkosci 8000 obr.-min~! przez 15 min. Zawarto$é¢ kwa-
sow organicznych i glicerolu w podlozu hodowlanym oznaczano chromatograficznie,
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), na chromatografie
Perkin Elmer wyposazonym w detektor UV/VIS CE oraz detektor RI Perkin Elmer Series
200, przy dlugosci fali 210 nm. W czasie analiz stosowano kolumng¢ Knauer Eurokat H65,
utrzymywang w temperaturze 60°C w termostacie Cobrabid Type KB-5506. Predkos¢
przeptywu probki ustalono na poziomie 0,6 cm®min !, z zastosowaniem wody do HPLC
(Firma Chempur Piekary Slaskie) jako eluentu. Czas trwania analizy wynosit 30 min.
Kazda probke filtrowano przez nylonowy filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 pum.
Objetos¢ nastrzykiwanej probki wynosita 20 pl.

Stezenie cukrow redukujacych w podtozach hodowlanych, po uprzednim odwirowa-
niu biomasy, oznaczano metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem odczynnika
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DNS (kwas 3,5-dinitrosalicylowy). W celu pomiaru absorbancji stosowano spektrofoto-
metr Marcel Media. Absorbancje probki analizowano przy dtugosci fali 540 nm wobec
probki kontrolne;j.

Analiza statystyczna

Do oceny przebiegu hodowli obliczono nastepujace parametry kinetyczne: szybkosé
objetosciowa wzrostu biomasy (Ry), $rednig szybkos¢ objetosciowa biosyntezy jedno-
wodnego kwasu cytrynowego (Rp), wydajno$¢ biosyntezy biomasy substratu (¥y), wy-
dajno$¢ biosyntezy jednowodnego kwasu cytrynowego w stosunku do wprowadzonego
substratu (¥p), wspotczynnik efektywnosci biosyntezy kwasu cytrynowego (K,). Do
wykonania obliczen i prezentacji danych zastosowano pakiet Microsoft Excel — Micro-
soft Office 365.

Analizg statystyczna wykonano z wykorzystaniem programu Statistica 12.0 (Statsoft
Inc.). Za poziom istotnoS$ci statystycznej przyjeto p < 0,05. Do stwierdzenia, czy migdzy
badanymi grupami wystepuja istotne statystycznie réznice wykorzystano analize warian-
cji ANOVA.

WYNIKI | DYSKUSJA

Parametry kinetyczne charakteryzujace wzrost biomasy, zuzywanie substratu i bio-
synteze kwasu cytrynowego w okresowych hodowlach wglebnych (BC) Aspergillus ni-
ger PD-66 prowadzonych w bioreaktorze przedstawiono w tabeli 1.

Analiza wynikow badan wykazata, ze w okresowych hodowlach wgtebnych koncowe
stezenie kwasu cytrynowego (Py) wynosito 143,33 g-dm™. Srednia szybkos¢ objetoscio-
wa (Rp) biosyntezy kwasu cytrynowego wynosita 0,607 g-dm-h"!, catkowita wydajnos¢
(Yp,s) biosyntezy kwasu cytrynowego w stosunku do wprowadzonego substratu osiagneta
wartos¢ 95,80% (m/m), a wspotezynnik efektywnosci (K,,) biosyntezy kwasu cytrynowe-
go byl rowny 58,15 %-g-dm>-h .

Przebieg okresowej hodowli wglebnej oraz ksztaltowanie si¢ wartosci parametrow
kinetycznych charakteryzujacych biosynteze kwasu cytrynowego, zuzywanie substratu
oraz wzrost biomasy przedstawiono na rysunkach 1, 2 i 3.

Nagromadzanie kwasu cytrynowego w podtozu hodowlanym rozpoczgto si¢ po upty-
wie drugiej doby hodowli. Szybko$¢ objetosciowa biosyntezy kwasu cytrynowego wzra-
stata w trakcie hodowli i utrzymywata si¢ na wysokim poziomie az do ostatniej doby
hodowli (rys. 1).

W pierwszej dobie hodowli obserwowano znaczny wzrost szybkosci objetosciowej zu-
zywania substratu (Ry= 0,820 g-dm>-h""). W nastepnej dobie szybko$¢ objetoéciowa zuzy-
wania substratu spadta i ponownie zaczgta wzrastaé w czwartej dobie hodowli (rys. 2).

Najwickszg szybkoé¢ objetosciowa biosyntezy biomasy (R ), wynoszaca 0,130 g-dm
-h! stwierdzono w trzeciej dobie hodowli (rys. 3).

W kolejnym etapie badan, po dokonaniu analizy przebiegu okresowych hodowli
wgtebnych Aspergillus niger PD-66, badano przydatno$¢ zasilanych okresowych hodow-
li wglebnych (FBC) do produkcji kwasu cytrynowego. W tym celu podiloze hodowlane
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Tabela 1.
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Podstawowe parametry kinetyczne charakteryzujace biosynteze kwasu cytrynowego
w okresowych hodowlach wgtebnych 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
Jednostka Wartos¢
Symbol Unit Parametr — Parameter Value
; h czas trwania hodowli 136
culture time
G, gdm? . .Poczqtkowe stf;zenle ghcerolg w pod%ozg 135,00
initial concentration of glycerol in the medium
See gdm™ 'pcl)cj‘zqtkowe stezenie sacl.larqzy w podi(?zu 15,00
initial sucrose concentration in the medium
3 poczatkowe stezenie substratu (glicerol + sacharoza) w podtozu
S, g:dm L . . 150,00
initial substrate concentration (glycerol + sucrose) in the substrate
g koncowe stezenie glicerolu w podtozu
i3
Ok gdm final concentration of glycerol in the medium 4,76
Ry gdm ! $rednia szybko$¢ objetosciowa zuzywania subsFratu 0.605
the average volume rate of substrate consumption
Ry gdm ! maksmalna szybko$¢ objetosciowa zuzywania substratu 0.888
maximum surface speed of substrate consumption
X, gdm kon?owe stezenie bloplasy w podtozu 13.32
final biomass concentration in the substrate
R, gdm ! $rednia szybkos¢ Ob.]f;tOSClOW.a wzrostu biomasy 0.056
average volume rate of biomass growth
gl szybkos¢ wlasciwa wzrostu biomasy
N gg b specific speed of biomass growth 0,0030
P dm koncowe stezenie jednowodnego kwasu cytrynowego w podtozu 14333
K g final concentration of citric acid monohydrate in the medium ’
srednia szybkos$¢ objetosciowa biosyntezy jednowodnego
Ry g-dm>-h! kwasu cytrynowego 0,607
the average volume rate of the biosynthesis of citric acid monohydrate
maksymalna szybkos$¢ objetosciowa biosyntezy jednowodnego kwasu
Rppae  grdm>h! cytrynowego 0,962
maximum volume rate of the biosynthesis of citric acid monohydrate
o wydajnos¢ biosyntezy biomasy
Yos 76 (m/m) biomass biosynthesis efficiency 8,900
o wydajnosc¢ biosyntezy jednowodnego kwasu cytrynowego
Yers 7 (m/m) biosynthesis efficiency of citric acid monohydrate 95,80
wspotczynnik efektywnosci biosyntezy jednowodnego
K, %-g-dm>h! kwasu cytrynowego 58,15

eof

coefficient of efficiency of citric acid monohydrate biosynthesis
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Rys. 1. Przebieg zmian warto$ci podstawowych parametrow kinetycznych charakteryzujacych
stezenie kwasu cytrynowego (P), wydajnos¢ (Y,), szybkos¢ objetosciowa (Rp), maksy-
malna szybko$¢ objetosciowa (Rp,,,) biosyntezy kwasu cytrynowego w okresowej ho-
dowli wglebnej Aspergillus niger PD-66

Fig. 1.  Time course of changes of citric acid concentration (P), yield (Y,/) and volumetric rate

(Rp) and maximum volumetric rate (Rp,,) of citric acid concentration in submerged
batch culture of Aspergillus niger PD-66
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Rys. 2. Przebieg zmian warto$ci parametrow kinetycznych charakteryzujacych stezenie substra-
tu (glicerol + sacharoza) (), szybko$¢ objetosciowa (Rg), maksymalng szybko$¢ objeto-
sciowa (R, jego zuzywania w okresowej hodowli welebnej Aspergillus niger PD-66
Fig. 2. Time course of changes of substrate concentration (glycerol + sucrose) (S), volumetric

rate of substrate consumption (Rg), maximum volumetric rate of substrate consumption
(Rgnay) in submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66

zasilano glicerolem bezwodnym w ilosci 35,0 g-dm > w 65., 93. i 113. godzinie bioproce-
su. W ten spos6b badano wptyw momentu jednorazowego zasilenia podtoza hodowlane-
go na szybkos¢ i wydajno$¢ biosyntezy kwasu cytrynowego.
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Rys. 3. Przebieg zmian warto$ci parametrow kinetycznych charakteryzujacych st¢zenie bioma-
sy (X), wydajnos$¢ (Yy), szybko$¢ objetosciowa (Ry) jej wzrostu w okresowej hodowli
welebnej 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 (¥y,), volumetric rate
of biomass growth (R,) in submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66

Wyniki badan wplywu momentu jednorazowego zasilenia hodowli glicerolem bez-
wodnym na ksztaltowanie si¢ wartosci parametrow kinetycznych charakteryzujacych
wzrost biomasy, zuzywanie substratu i biosyntez¢ kwasu cytrynowego w zasilanych
okresowych hodowlach wglebnych Aspergillus niger PD-66 prowadzonych w bioreakto-
rze przedstawiono w tabeli 2.

Po dokonaniu analizy uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze najkorzystniejsze warto-
$ci parametrow charakteryzujacych przebieg hodowli uzyskano w hodowlach zasilonych
glicerolem bezwodnym pod koniec czwartej doby. Koncowe stezenie kwasu cytrynowe-
go w tych hodowlach wynosito 118,40 g-dm™, a catkowita wydajnos¢ biosyntezy kwasu
cytrynowego w stosunku do wprowadzonego substratu wynosita 77,10% (m/m). W tym
wariancie hodowli otrzymano rowniez najwicksza warto$¢ wspotczynnika efektywnosci
biosyntezy kwasu cytrynowego (K, = 35,23 % g-dm~-h™"). OpdZnienie zasilenia o jedng
dobe¢ wptyneto na obnizenie wydajnosci biosyntezy kwasu cytrynowego (¥p) 0 oko-
to 20% oraz zmniejszenie szybkosci objgtosciowe] biosyntezy kwasu cytrynowego (Rp)
0 0,085 g:dm>h™'. Wspdlczynnik efektywnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego (K.,
w hodowlach zasilonych w piatej dobie wyniést jedynie 18,35 %-g-dm>-h'i byt zdecy-
dowanie nizszy niz w tradycyjnych okresowych hodowlach wgtebnych.

Zasilenie hodowli glicerolem bezwodnym w trzeciej dobie spowodowato obnizenie
koncowego stezenia kwasu cytrynowego o okoto 5 g-dm, a catkowitej wydajnosci bio-
syntezy kwasu cytrynowego o okoto 10%. W hodowlach zasilonych w trzeciej dobie
nastapito znaczne wydhluzenie czasu trwania hodowli oraz zmniejszenie szybkosci ob-
jetosciowej zuzywania substratu (Rg= 0,398 g-dm>-h™') oraz szybkosci objetosciowe;j
biosyntezy kwasu cytrynowego (R,= 0,372 g-dm>-h™).
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Tabela 2. Parametry kinetyczne charakteryzujace biosyntezg¢ kwasu cytrynowego w zasilanych okre-

sowych hodowlach wglebnych 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
Moment zasilenia hodowli
Jednostka Feeding moment of the beed
Symbol Unit Parametr — Parameter £.[h]
65 93 113
czas trwania hodowli
! h culture time 305 259 209
G dm? poczatkowe stgzenie glicerolu w podtozu initial 1000 100.0 100.0
0 & concentration of glycerol in the medium ’ ’ ’
3 poczatkowe stezenie sacharozy w podtozu
Ssc gdm initial sucrose concentration in the medium 15,0 15,0 15,0
3 ilos¢ glicerolu dodanego w trakcie zasilania
Gz gdm amount of glycerol added during feeding 35,0 35,0 35,0
3 sumaryczne stgzenie glicerolu w podtozu
Cs gdm total concentration of glycerol in the medium 1350 1350 1350
g koncowe st¢zenie glicerolu w podtozu
A3
G gdm final concentration of glycerol in the medium 27,8 6,5 33,9
P sumaryczne stezenie substratu (glicerol + sacharoza)
So gdm total substrate concentration (glycerol + sucrose) 150,00 150,00 150,00
R dm3h! Srednia szybko$¢ objetosciowa zuzywania substratu 0398  0.544 0.555
S & the average volume rate of substrate consumption ’ ’ ’
maksymalna szybko$¢ objetosciowa
Rgpae  gdm™h! zuzywania substratu 0,724 0,839 0,840
maximum surface speed of substrate consumption
_ koncowe st¢zenie biomasy w podtozu
A3
Xk gdm final biomass concentration in the substrate 13,50 15,32 11,08
R dm 3 h! srednia szybko$¢ objgtosciowa wzrostu biomasy 0.044  0.059 0.053
X & average volume rate of biomass growth i ’ ’
gt szybko$¢ wlasciwa wzrostu biomasy
“ ggh specific speed of biomass growth 0,002 0,004 0,001
koncowe stgzenie jednowodnego
. kwasu cytrynowego w podtozu
A3
Pk gdm final concentration of citric acid monohydrate 113,50 118,40 66,20
in the medium
$rednia szybko$¢ objetosciowa biosyntezy
P jednowodnego kwasu cytrynowego
Rp gdm™h average volume rate of the biosynthesis 0,372 0457 0,317
of citric acid monohydrate
maksymalna szybko$¢ objetosciowa biosyntezy
3 jednowodnego kwasu cytrynowego
Rpmax gdm™h maximum volume rate of the biosynthesis 0,773 1,079 0,671
of citric acid monohydrate
N wydajnos¢ biosyntezy biomasy
Vs 6 (m/m) biomass biosynthesis efficiency 2,10 10,21 7:40
wydajnos¢ biosyntezy jednowodnego
Y5 % (m/m) kwasu cytrynowego 76,10 77,10 57,90
biosynthesis efficiency of citric acid monohydrate
wspotczynnik efektywnosci biosyntezy
e gdmh! jednowodnego kwasu cytrynowego 2831 3523 18.35

of

coefficient of efficiency of citric acid monohydrate
biosynthesis
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Przebieg przykladowej zasilanej okresowej hodowli wglgbnej (prowadzonej w pod-
lozu hodowlanym zawierajacym w poczatkowym sktadzie glicerol bezwodny o stezeniu
100,0 g-dm i sacharoze 15,0 g-dm, do ktorej w 93. godzinie dodano glicerol bezwodny
w ilosci 35,0 g:dm™), oraz ksztattowanie sie wartoéci parametréw kinetycznych cha-
rakteryzujacych biosynteze kwasu cytrynowego, zuzycie substratu oraz wzrost biomasy
przedstawiono na rysunkach 4, 51 6.

Z analizy przebiegu zasilanej okresowej hodowli wglgbnej zasilonej jedng dawka gli-
cerolu w 93. godzinie hodowli wynika, ze w pierwszej dobie hodowli po dodaniu glicero-
Iu bezwodnego zaobserwowano zmniejszenie szybkosci objetosciowej biosyntezy kwasu
cytrynowego (Rp) 0 0,064 g:dm>h"'. W kolejnej dobie szybkoé¢ objetosciowa biosynte-
zy kwasu cytrynowego nie osiggneta poziomu obserwowanego przed zasileniem, utrzy-
mywala si¢ jednak na statym poziomie do ostatniej doby hodowli. Jednorazowe zasilenie
glicerolem nie wptyng¢to znaczaco roéwniez na zmiany szybkosci objetosciowej wzrostu
biomasy (R,).

Poréownanie przebiegu zasilanej okresowej hodowli wglebnej z tradycyjna hodowla
okresowa wykazato, ze jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem bezwodnym przyczy-
nito si¢ do zmniejszenia koficowego stezenia kwasu cytrynowego w podlozu hodowla-
nym oraz calkowitej wydajnosci biosyntezy kwasu cytrynowego o okoto 20%.

Analiza statystyczna wynikow wykazata istotny wptyw jednorazowego zasilenia pod-
loza hodowlanego glicerolem na proces biosyntezy kwasu cytrynowego. Poréwnanie wy-
nikéw uzyskanych w tych hodowlach z wynikami z tradycyjnych okresowych hodowli
weglebnych wykazato, ze jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem bezwodnym w ilosci
35,0 g«dm, w kazdym ze zbadanych momentéw zasilenia, wyraznie negatywnie wply-
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Rys. 4. Przebieg zmian wartosci parametrow kinetycznych charakteryzujacych stezenie kwasu
cytrynowego (P), wydajnos¢ (Yp), szybkos¢ objetosciowa (Rp) biosyntezy kwasu cy-
trynowego w zasilanej okresowej hodowli wgtebnej Aspergillus niger PD-66, do ktorej
w 93. godzinie hodowli dodawano 35,0 g-dm > glicerolu bezwodnego

Fig. 4. Time course of changes of citric acid concentration (P), yield (¥,/) and volumetric rate
(Rp) and maximum volumetric rate (Rp,,,,) 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 wartosci parametrow kinetycznych charakteryzujacych st¢zenie substratu
(S), szybkosci objgtosciowej (Ry) jego zuzywania w zasilanej okresowej hodowli wgteb-
nej Aspergillus niger PD-66, do ktérej w 93. godzinie hodowli dodawano 35,0 g-dm™
glicerolu bezwodnego

Fig. 5. Time course of changes of substrate concentration (glycerol + sucrose) (S), volumetric
rate of substrate consumption (Rg), maximum volumetric rate of substrate consumption
(Rgmay) 1n fed submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66 after 93 hours culture
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Rys. 6. Przebieg zmian wartosci parametrow kinetycznych charakteryzujacych stezenie bioma-
sy (X), wydajnos¢ (Yy) szybkos¢ objetosciowa (Ry) jej wzrostu w zasilanej okresowej
hodowli wglebnej Aspergillus niger PD-66, do ktorej w 93. godzinie hodowli dodawano
35,0 g-dm™ 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 (Yy/), volumetric
rate of biomass growth (R) in submerged batch culture of Aspergillus niger PD-66 after
93 hours culture
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ne¢to na wydajnosc i efektywnos$¢ biosyntezy kwasu cytrynowego. Jednorazowe zasilenie
glicerolem bezwodnym spowodowato obnizenie koncowego st¢zenia kwasu cytryno-
wego w podtozu hodowlanym o okoto 20%, a wspolczynnik efektywnosci biosyntezy
kwasu cytrynowego obnizyt si¢ nawet o 50%. Ponadto jednorazowe zasilenie zrodtem
wegla spowodowalo wzrost stgzenia nieprzefermentowanego glicerolu pozostajacego
w podtozu hodowlanym na koncu hodowli. Nagromadzanie kwasu cytrynowego w za-
silanych okresowych hodowlach wgiebnych rozpoczgto si¢ juz w drugiej dobie procesu,
a w okresowych hodowlach wgtebnych po ukonczeniu drugiej doby procesu.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem
wplywa negatywnie na biosyntez¢ kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger. Nieko-
rzystny wplyw zasilenia podloza hodowlanego glicerolem moze by¢ wynikiem wydtu-
zenia czasu adaptacji drobnoustrojow do alternatywnego zrddla wegla, co przejawia si¢
w opdznieniu wzrostu komorek Aspergillus niger. W komorkach Aspergillus niger glice-
rol ulega fosforylacji do 3-fosfoglicerolu, podobnie jak w przypadku Aspergillus nidulans
i Saccharomyces cerevisiae. T¢ reakcje¢ katalizuje kinaza glicerynowa, ktoéra u Saccharo-
myces cerevisiae jest produktem genu GUT1 [Hondmann i in. 1991, Salazar Pefia 2010,
Nicol i in. 2012]. Nastepnie 3-fosfoglicerol pod wptywem dehydrogenazy 3-fosfoglice-
rynowej, zaleznej od FAD", ulega utlenieniu do fosfodihydroksyacetonu, ktory zostaje
wlaczony do szlaku glikolitycznego. Pobdr glicerolu przez drobnoustroje odbywa sig
na zasadzie transportu aktywnego, poprzez symport glicerol/H" lub glicerol/Na® i moze
by¢ czynnikiem spowalniajagcym wzrost drobnoustrojéw, co potwierdzit zespo6t Kleina
na przyktadzie szczepow drozdzy Saccharomyces cerevisiae [Klein 1 in. 2017]. Zep6t
Swinnena wykazat, ze maksymalna szybko$¢ wlasciwa wzrostu biomasy (u,,,,) Saccha-
romyces cerevisiae w podtozach z glicerolem bezwodnym w st¢zeniu 6% (v/v) wynosila
0,15 g-g-h™! [Swinnen i in. 2013]. W swojej pracy doktorskiej Salazar Petia takze po-
twierdzita, ze wzrost szczepu Aspergillus niger jest cztery razy wolniejszy w podlozach
zawierajacych glicerol w porownaniu do szybko$ci wzrostu w podtozach z glukoza jako
zrodtem wegla [Salazar Pefia 2010].

Zasilenie hodowli glicerolem w ilo$ci 30,0 g:dm™ mogto wywotaé zjawisko represji
katabolicznej wegla, w wyniku ktorej wysokie st¢zenia zrodla wegla moga hamowac
synteze enzymow zwigzanych z katabolizmem alternatywnego zrodta wegla [Ruijter
i Visser 2006, Jankiewicz 2007].

Zastosowanie glicerolu do produkcji kwasu cytrynowego przez grzyby strzepkowe
Aspergillus niger w okresowych hodowlach wgtebnych oraz zasilanych okresowych ho-
dowlach wgtebnych jest zagadnieniem nowym i mato poznanym. W literaturze brak wyni-
kéw badan dotyczacych zastosowania zasilanych hodowli okresowych Aspergillus niger
do biosyntezy kwasu cytrynowego z uzyciem glicerolu jako gtéwnego zrodta wegla. Za-
stosowanie zasilanych hodowli okresowych zostalo zbadane glownie w kontekscie pro-
dukcji kwasu cytrynowego w podtozach z glicerolem przez drozdze Yarrowia lipolytica.
Rywinska i wspolpracownicy w okresowych zasilanych hodowlach wgtebnych Yarrowia
lipolyticauzyskali stezenie kwasu cytrynowego rowne 139,0 g-dm [Rywifiskaiin. 2009].
W prowadzonych przez autorow hodowlach poczatkowe stgzenie glicerolu odpadowego
wynosito 80,0-100,0 g-dm, a zasilenie podtoza hodowlanego glicerolem nastepowato
w dwoch porcjach, w 24. i 48. godzinie hodowli, tak aby stezenie glicerolu w podtozu
wyniosto 200,0 g-dm™ [Rywinska i in. 2009]. Rywinska i Rymowicz w powtarzanych
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zasilanych hodowlach okresowych (RBC) Yarrowia lipolytica w podtozach z glicerolem
uzyskali 124,0 g-dm™ kwasu cytrynowego, produkowanego z wydajnoscia i produktyw-
noscig wynoszacg odpowiednio 0,77 g-g' i 0,85 g-g”"*h™'. Prowadzone hodowle zasila-
no glicerolem co 3 dni w ilosci 30%. Taka metoda produkcji kwasu cytrynowego przez
Yarrowia lipolytica, w poréwnaniu do tradycyjnych okresowych hodowli wglebnych,
pozwolita na uzyskanie wigkszej wydajnosci procesu oraz wydluzyta czas intensywnej
biosyntezy kwasu cytrynowego [Rywinska i Rymowicz 2010].

Zasilane okresowe hodowle wglebne zastosowano do produkcji kwasu propionowego
przez Propionibacterium acidipropionici oraz Propionibacterium freudenreichii w pod-
tozach hodowlanych zawierajacych w swoim sktadzie glicerol lub glukozg. Okresowe
hodowle wglebne zasilane glicerolem pozwolity na uzyskanie wigckszej o okoto 50%
wydajnosci procesu w porownaniu do hodowli zasilanych glukoza [Himmi i in. 2000].
Podobnie duza wydajnos¢ biosyntezy kwasu bursztynowego wynoszaca 160% uzyskano
w hodowlach Anaerobiospirillum succiniciproducens zasilanych glicerolem i ekstraktem
drozdzowym [Lee i in. 2017].

WNIOSKI

1. Wykazano, ze w jednorazowo zasilanych glicerolem bezwodnym okresowych
hodowlach wglebnych wydajnos¢ kwasu cytrynowego i szybko$¢ jego biosyntezy byty
mniejsze niz w tradycyjnych hodowlach okresowych. Zastosowana procedura wpty-
wa takze nazmniejszenie stgzenia biomasy, hamuje biosynteze kwasu cytrynowego
oraz przyczynia si¢ do zmniejszenia szybko$ci objetosciowej 1 wlasciwej zuzywania sub-
stratu.

2. W okresowych hodowlach wglebnych Aspergillus niger PD-66 uzyskano wyzsza
szybko$¢, wydajnosé i efektywnoéé biosyntezy kwasu cytrynowego (R,= 0,607 g-dm™-
hl; Yo = 95,80%; K,=58,15 %:-g-dm>-h"), anizeli w hodowlach zasilanych.

3. Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach wskazuja na celowosé ich konty-
nuacji. Dalsze badania sprzyja¢ powinny doskonaleniu metod produkcji kwasu cytryno-
wego, a takze umozliwia¢ lepsze poznanie szlakow metabolicznych odpowiedzialnych za
wydajng biokonwersje glicerolu przez Aspergillus oraz doprowadzi¢ do powszechnego
zastosowania glicerolu jako taniego substratu w przemystowej produkcji kwasu cytryno-
wego lub innych kwaséw 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 ™ 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 dm®. 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, Wroctaw 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 (R,= 0.607 g-dm>-h';
Yps=95.80%; K, =58.15 %-g-dm~>h"). 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> 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.
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