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Otrzymywanie kwasu cytrynowego z udzialem Aspergillus niger metoda hodowli

wglebnej w podlozach z glicerolem

Celem podjetych w ramach niniejszej pracy badan byla maksymalizacja biosyntezy kwasu
cytrynowego w podiozach zawierajacych glicerol poprzez zastosowanie okresowych i
zasilanych okresowych hodowli wglebnych Aspergillus niger.

W pierwszym etapie prowadzonych badan, sposrod 19 szczepow Aspergillus niger na
podstawie uzyskanych wynikow, dokonano wyboru szczepu Aspergillus niger PD—66, ktory w
podlozach zawierajacych glicerol bezwodny lub glicerol odpadowy charakteryzowal sie
najwyzszg szybkoscia, wydajnoscia i efektywnoscig biosyntezy kwasu cytrynowego.

Dla wybranego szczepu, w oparciu o funkcje uzytecznosci, ustalono optymalny sklad
podloza hodowlanego do biosyntezy kwasu cytrynowego z uzyciem glicerolu bezwodnego oraz
glicerolu odpadowego. Proces biosyntezy, w ktorym jako zrédto wegla wykorzystano glicerol
bezwodny, przebiegal najkorzystniej w podtozu hodowlanym o skladzie: glicerol bezwodny —
150,0 g-dm™, NH4NO3 — 2,0 g-dm™, KHoPO4 — 0,2 g-dm™, MgSO4-7H20 — 0,2 g-dm?. Gdy
glownym zroédtem wegla byt glicerol odpadowy, wowczas skiad podtoza hodowlanego byt
nastgpujacy: glicerol techniczny — 120,0 g-dm™, NH4sNO3 — 3,0 g-dm™, KHoPO4s — 0,2 g-dm™,
MgSO47H20 - 0,2 g-dm™.

Kolejny etap badan dotyczacy oceny wplywu poczatkowego stezenia glicerolu na
efektywnos$¢ biosyntezy kwasu cytrynowego w podtozu hodowlanym, potwierdzit przydatnosé
uzytej metody  optymalizacji  wielokryterialnej do  projektowania  procesow
biotechnologicznych. W warunkach optymalnego skladu podloza zawierajgcego glicerol
bezwodny jako gléwne zrédlo wegla w okresowych hodowlach wglebnych prowadzonych w
bioreaktorze, szczep Aspergillus niger PD-66 produkowal kwas cytrynowy z najwyzsza
szybkoscia, wydajnoscia i efektywnoscia biosyntezy kwasu cytrynowego (Rp=0,513g-dm™>h';
Yr/s-82,05%; Ker=42,10 %-g-dm™h!).

W kolejnym etapie badan, w celu maksymalizacji wydajnosci i efektywnosci biosyntezy

kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger PD-66, badano wplyw dodatku sacharozy do




podioza hodowlanego. W podtozach z glicerolem bezwodnym oraz odpadowym, ktére
suplementowano sacharozg w ilodci 10%, szybko$¢ i wydajnosé biosyntezy kwasu
cytrynowego byly wyzsze niz w hodowlach bez dodatku sacharozy. Najwyzsza szybkosé,
wydajnos¢ i efektywnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego (Rp=0,607 g-dm™>h'; Yps=95,80%;
Ke=58,15 %-g:dm™h"") uzyskano w hodowlach prowadzonych w podlozach z glicerolem
bezwodnym i 10% dodatkiem sacharozy.

Kolejne proby intensyfikacji biosyntezy kwasu cytrynowego przy zastosowaniu zasilanych
okresowych hodowli wglebnych nie powiodty sie. Jednorazowe zasilenie hodowli glicerolem
bezwodnym w stezeniu 35 g:dm™ wplyneto na zmniejszenie stezenia biomasy, hamowalo
biosyntez¢ kwasu cytrynowego oraz przyczynito si¢ do zmniejszenia szybkosci objetosciowe;j

1 wlasciwej zuzywania substratu.
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Biosynthesis of citric acid from glycerol in Aspergillus 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 characterized 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 well 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, NH4NO3 — 2,0 g-dm™, KHoPO4 — 0,2 g-dm=, MgSO47H20 — 0,2 g-dm™. When the main
source of carbon was crude glycerol, the optimal composition of the culture medium was as
follows: crude glycerol- 120,0 g-dm?, NH4sNO3; — 3,0 g-dm?, KH,POs — 0,2 g:dm>,
MgS047H,0 — 0,2 g-dm™,

In the next stage of the study, the effect of initial concentration of glycerol in the culture
medium on yield and efficiency 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
(Rp=0,513g-dm™h""; Yp/s-82,05%; Ker=42,10 %-g-dm>-h').

In the next stage of the study, to maximize the yield and efficiency of citric acid
biosynthesis by Aspergillus niger PD-66, the effect of sucrose addition to the culture medium
containing anhydrous and crude glycerol was studied. The rate and yield of citric acid
biosynthesis were higher in the medium supplemented with 10% 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 and 10% of sucrose.




Further attempts to intensify the biosynthesis of citric acid using fed batch cultures failed.
One-time supply of 35 g-dm™ anhydrous glycerol resulted decreasing in biomass concentration,

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