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Otrzymywanie kwasu cytrynowego z udzialemAspergillus niger metod4 hodowli

wglgbnej w podloiach z glicerolem

Celem podjgtych w ramach niniejszej pracy badan byla maksyrnalizacjabiosyntezy kwasu

cytrynowego w podloZach zawieraj4cych glicerol poprzez zastosowanie okresowych i
zasilanych okresowych hodowli wglgbnych Aspergillus niger.

W pierw-szym etapie prowadzonych badair, spoSr6d 19 szczepbw Aspergillus niger na

podstawie uzyskanych wynik6w, dokonano wyboru szczepu Aspergillus nigerPD-66, kt6ry w

podloZach zawiercl4cych glicerol bezwodny lub glicerol odpadowy charal<teryzowal sig

najwyhsz4 szybko5ci4, wydajnoSci4 i efektywnoSci4 biosyntezy kwasu cytrynowego.

Dla wybranego szczepu, w oparciu o funkcjg v?fieczno3ci, ustalono optymalny sklad

podlo2a hodowlanego do biosyntezy kwasu cl.trynowego zulyciem glicerolu bezwodnega oraz

glicerolu odpadowego. Proces biosyntezy, w kt6rym jako 2r6d\o wggla wykorzystano glicerol

bezwodny, przebiegal najkorzystniej w podlozu hodowlanym o skladzie: glicerol benrodny -
150,0 g.dm-3, NHNO: - 2,0 g.dm-3, KHzpO+ - 0,2 g.dm-3, MgSOa.THzA * 0,2 g.dm-r. Gdy

gl6wnym 2rSdlem wggla byl glicerol odpadowy, w6wczas sklad podloza hodowlanego byi

nastgpuj4cy: glicerol techniczny - 120,0 g.dm-3, NHaNOI - 3,0 g'dm-3, KHzpO+ - 0,2 g.dm-3,

MgSO+'7H zO - 0,2 g' dm-3.

Kolejny etap badah dotycz4cy oceny wplywu pocz4tkowego stgzenia glicerolu na

efektywnoS6 biosyntezy kwasu cytrynowego w podlozu hodowlanym, potwierdzil przydatno$d

uirytej metody optymalizacji wieiokryterialnej do projektowania proces6w

biotechnologicznych. W warunkach optymalnego skladu podloaa zawienj4cego glicerol

bezrvodny jako gl6wne irldto wggla w okresowych hodowlach wglgbnych prowadzonych w

bioreaktorze, szczep Aspergillus niger PD-66 produkowal kwas cytrynowy z najwyaszq

szybko$ci4, wydajnoSci4 i efektywno5ci4 biosyntezy kwasu cl.trynowego (Re:0,513g.dm-:.6-t'

Yprs:82,057o ; K.r42 JA %' g'dm-:'6t;.

W kolejnym etapie badaf', w celu maksyrnalizacjiv'rydEno$ci i efektywnoSci biosyntezy

kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger PD46, badano wplyw dodatku sacharozy do



podNoza hodowlanego. W podloZach z glicerolem bezwodnym oraz odpadowym, kt6re

suplementowano sacharoz4 w ilofci l0oA, szybkoSi i wydajno$i biosyntezy kwasu

cy'trynowego byly wyzsze niz w hodowlach bez dodatku sacharozy. Najwyzsz4 szybkoSi,

wydajno3d i efektywno6d biosyntezy kwasu cytrynowego (Rp:0,607 g.dm-3.6-1; Yprs:95,807o;

K"r58,15 %'g'dmr'h 1) uzyskano w hodowlach prowadzonych w podlozach z glicerolem

bezwodnym i rc% dodatkiem sacharozy.

Kolejne pr6by intensyfikacji biosyntezy kwasu cytrynoweg o Wy zastosowaniu zasilanych

okresowych hodowli wglqbnych nie powiodly sig. Jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem

bezwodnym w stgZeniu 35 g'dm-3 wptynglo na zmniejszenie stgZenia biomasy, hamowalo

biosyntezg kwasu cytrynowego orczptzyczynilo sig do zmniejszeriaszybko5ci objgto$ciowej

i wla5ciwej zufi wania substratu.
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Biosynthesis of citric acid from glycerol inAspergillas niger submerged cultures

The aim of the study was to maximize the citric acid biosynthesis in media containing

glycerol by using batch culture and fed batch culture of Aspergillus niger.

In the first stage of the study, out of the 19 Aspergillus niger strains, the Aspergillus niger

PD-66 was selected. It was characteized by the highest rate, yield and efficiency of citric acid

biosynthesis in the media containing anhydrous glycerol or crude glycerol.

For the selected strain, based on the usability function, the optimum composition of the

culture medium for citric acid biosynthesis with anhydrous glycerol as weli as waste glycerol

was determined. The biosynthesis with use of anhydrous glycerol as a carbon source was most

preferred in a culture medium of the following composition: anhydrous glycerol - 150,0 g.dm-
3, NHaNo: - 2,0 g.dm-3, KHzpo+ - 0,2 g'dm-3, Mgsoa.THzo - 0,2 g.dm-3. when the main

source of carbon was crude glycerol, the optimal composition of the culture medium was as

follows: crude glycerol- 12A,0 g.dm-3, NHNO: - 3,0 g.dm-3, KHzpOa ^ 0,2g'dm'3,

MgSO+'7H zO - 0,2 g' dm-3.

ln the next stage of the study, the effect of initial concentration of glycerol in the culture

medium on yield and effrciency of citric acid biosynthesis was assessed. The results of these

studies confirmed the usefulness of the multicriteria optimization method for the design of
biotechnological processes. Under optimum composition of the substrate with anhydrous

glycerol as the main carbon source in batch culture in the bioreactor, Aspergillus niger PD-66

produced citric acid at the highest rate, yield and efficiency of citric acid biosynthesis

(Rr:0,5 1 3 g'dm-3'h-1 ; Yprs=82,05% ; K"r42,10 %.g.dm-:.6-i;.

In the next stage of the study, to maximize he yield and efficiency of citric acid

biosynthesis by Aspergillus niger PD-66, the effect of sucrose addition to the cuiture medium

containing anhydrous and crude glycerol was studied. The rate and yield of citric acid

biosynthesis were higher in the medium supplemented with 10Yo of sucrose than in cultures

without the addition of sucrose. The highest rate, yield and efficiency of citric acid biosynthesis

were obtained in cultures with anhydrous glycerol ard 10%o of sucrose.



Further attempts to intensify the biosynthesis of citric acid using fed batch cultures failed.

One-time supply of 35 g'dm-3 anhydrous glycerol resulted decrea-sing in biomass concentration,

inhibition of citric acid biosynthesis, and decreasing in volume rate and substrate consumption.
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