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The use of post-refining fatty acids for oxalic acid production by
Aspergillus niger at low pH

Summary

Post-refining fatty acids were used as a substrate for oxalic acid production
by various strains of Aspergillus niger. All of the tested fungi strains were able to
utilize fatty acids as energy and carbon source. A final oxalic acid concentration
in the medium containing of 30 gdm-3 fatty acids ranged from 23,4 to 44 gdm-3,
depending on the strain used. A. niger XP was found to be most suitable for ox-
alic acid production from fatty acids. The highest production of oxalic acid (68,0
gdm3), the oxalate yield (1,33 gg'!) and the overall oxalate productivity (8,5
gdm3d-1) were obtained when the fermentation medium contained 50 gdm3 of
fatty acids and the pH 4 was maintained from the beginning of the fermentation
process.
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1. Wstep

Na $wiecie w skali przemystowej kwas szczawiowy (OA) pro-
dukowany jest metodami chemicznymi, ktore oparte sa najcze-
Sciej na ogrzewaniu mrowczanu sodu w temperaturze okofo
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400°C, a powstajace tlenki poddawane sg dziataniu kwasu siarkowego oraz poprzez
utlenianie polisacharydow (gtownie celulozy) za pomocg kwasu azotowego (1). Wada
tych metod jest wprowadzanie do Ssrodowiska naturalnego duzych ilosci toksycznych
odpadow, zaletg — stosunkowa niska cena produkgji. Chinska firma Shanxi Province
Yuanping Chemicals Co. Ltd., znaczacy producent kwasu szczawiowego na swiecie,
w latach 2000-2001 zwiekszyta produkcje tego kwasu z 80 do 120 tys. ton rocznie (2).

Produkcja kwasu szczawiowego jest mozliwa takze na drodze mikrobiologicznej
biosyntezy z udzialem r6znych mikroorganizmoéw. Najlepszym producentem tego
kwasu sa grzyby strzepkowe z gatunku Aspergillus niger, ktére w zalezno$ci od zastoso-
wanego zrodia wegla, wytwarzaja w podtozu produkcyjnym od 4 do 7% kwasu szcza-
wiowego (3-5). Inne mikroorganizmy takie jak Poria placenta, Sclerotinia sclerrotiorum
czy Penicillium bilaii wytwarzaja do 0,2% kwasu szczawiowego (6-8).

Literatura dotyczaca zagadnien zwigzanych z procesem biosyntezy kwasu szcza-
wiowego przez A. niger jest nieliczna i obejmuje kilkanascie pozycji literaturowych,
w ktorych pokazane sg rozne aspekty biosyntezy tego kwasu, takze jako niepozada-
nego produktu ubocznego w procesie fermentacji cytrynowej, czy przy produkgcji
glukoamylazy (9-12).

Grzyby strzepkowe A. niger produkujg rézne kwasy organiczne takie jak kwas glu-
konowy, cytrynowy czy szczawiowy. Ich nadprodukcja jest $cisle uzalezniona od skta-
du podtoza produkcyjnego i od warunkéw prowadzenia procesu. Produkcja kwasu
szczawiowego z réznych cukréw przez A. niger zachodzi w podtozu o pH 6-7, zawie-
rajgcym odpowiednie ilosci azotu i fosforu (13). W srodowisku kwasnym (w pH < 3)
produkowany jest przez te mikroorganizmy giéwnie kwas cytrynowy. W naszych
wczesniejszych badaniach wykazano, ze w pH obnizonym do 4 wyselekcjonowane
szczepy A. niger produkuja duze ilosci kwasu szczawiowego z substratow ttuszczo-
wych (5,14,15). Produkcja duzych ilo$ci taniego kwasu szczawiowego na drodze biolo-
gicznej, zainteresowany jest gléwnie przemyst biohydrometalurgiczny, gdzie kwas ten
wykorzystywany jest w procesach wybielenia glinek kaolinowych (16,17) czy do usu-
wania zelaza z piasku kwarcowego, co umozliwia wykorzystanie kwarcu do celow
optycznych (18). Kwas szczawiowy z powodzeniem stosuje sie takze w procesach
biofugowania rud manganowych (19,20) i ubogich niklowych rud laterytowych (21).

W wiekszosci prac, posSwieconych biosyntezie kwasu szczawiowego, surowcem do
jego produkgji byty cukry takie jak sacharoza, glukoza, laktoza oraz surowce odpadowe
z przemysiu spozywczego i z rolnictwa zawierajace rézne cukry, takie jak melasa bura-
czana, serwatka czy stodkie ziemniaki (22-25). W procesach biosyntezy kwasu szczawio-
wego przez A. niger, w ktorych stosowano sacharoze, produkowane byty w duzych ilos-
ciach takze produkty uboczne takie jak kwas glukonowy i cytrynowy. W procesach pro-
wadzonych w podtozach zawierajacych laktoze, produktem ubocznym byt tylko kwas cy-
trynowy. Sposrod proceséw prowadzonych na r6znych cukrach, proces produkgji kwasu
szczawiowego z laktozy przez szczep A. niger 1120 w pH powyzej 6, charakteryzowat sie
najwyzszg iloscig wyprodukowanego kwasu (37-41 gdm) (3,25). Ponadto, proces ten
charakteryzowat sie rowniez najwyzszg wydajnoscig kwasu szczawiowego (0,4-0,51 gg™!).
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W naszych wczes$niejszych badaniach wykazano, ze réwniez surowce lipidowe,
takie jak surowy olej rzepakowy oraz kwasy ttuszczowe moga by¢ z powodzeniem
wykorzystane w procesie biosyntezy kwasu szczawiowego przez A. niger (5,14,15).
W procesach na oleju rzepakowym, wyselekcjonowane szczepy produkcyjne, umoz-
liwiaty w ciagu 7-dobowych hodowli wglebnych, produkcje wysokich ilosci kwasu
szczawiowego dochodzacych do 68 gdm™3 oraz niewielkich ilosci ubocznego kwasu
cytrynowego, ponizej 2,5 gdm3. Ponadto, produktywnos¢ i wydajnos¢ kwasu szcza-
wiowego z substratow ttuszczowych byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do proce-
séw prowadzonych w podiozach z dodatkiem sacharydéw i udziatem innych szcze-
pow produkcyjnych A. niger.

W procesie rafinacji olejow roslinnych oraz przy produkcji biopaliw (produkcja
estrow etylowych i metylowych wyzszych kwaséw tluszczowych), produktem
ubocznym sg kwasy ttuszczowe. Wraz z rozwojem produkcji biopaliw w Polsce, be-
dzie wzrastac takze ilo$¢ dostepnych kwaséw ttuszczowych, ktére mozna wykorzy-
sta¢ do celow biotechnologicznych, takich jak biosynteza kwasu szczawiowego
przez A. niger. Wykorzystanie kwaséw tluszczowych, jako taniego i odnawialnego
zrodia wegla i energii w takim procesie biosyntezy jest zagadnieniem nowym i mato
poznanym.

Celem pracy jest ocena dynamiki i wydajnosci procesu biosyntezy kwasu szcza-
wiowego z kwasow tluszczowych przez rozne szczepy A. niger w hodowlach wgteb-
nych w warunkach obnizonego pH.

2. Materialy i metody

2.1. Mikroorganizmy

W badaniach wykorzystywano nastepujace szczepy A. niger: dwa mutanty UV 13/33
i 13/32 pochodzace z Akademii Rolniczej w Lublinie; sze$¢ mutantow UV CH11/21,
IBR6/2, SBJ, SBP, MB i XP pochodzacych z Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu; je-
den szczep dzikiego typu F12 pochodzacy z Akademii Rolniczej we Wroctawiu. Szcze-
py przechowywano na skosach ziemniaczanych w temperaturze 4°C.

2.2. Podtoza hodowlane

Podtoze inokulacyjne zawierato (gdm=3): porafinacyjne kwasy ttuszczowe [pro-
dukt odpadowy przemystu ttuszczowego zawierajacy (% w/w) wolne kwasy ttuszczo-
we: 9,4 Cl6:0» 3,3 C]g:o, 48,] C]g:l, 31 ,2 C]&z, 5,3 C]8:3, 0,8 C20:1, 0,8 C22:1], glUkOZQ
lub sacharoze — 30; KH,PO4 — 2,5; NH4NO3 — 1; MgS0O4 X 7H,0 — 0,3; FeSO4 X
7H,0 0,1; ZnSO4 X 7H,0 0,25; metanol 15; wode wodociggowa 1 dm3. Podtoze do
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produkcji kwasu szczawiowego zawierato (gdm3): porafinacyjne kwasy ttuszczowe
od 30 do 50, glukoze lub sacharoze 150; KH,PO4 — 0,25; NH4NO3 — 0,5; MgSO4 X
7H,0 — 0,3; wode wodociggowa 1 dm3.

2.3. Techniki hodowlane

Podloze inokulacyjne szczepiono zawiesing zarodnikéw sporzadzona w 0,9%
NaCl zawierajacym 0,1% Tween 80, tak, aby w 1 cm? podioza byto 106 zarodnikéw.

Hodowle inokulacyjne prowadzono przez 3 doby w 300 cm3 kolbach stozko-
wych zawierajacych 50 cm3 podioza inokulacyjnego na wstrzasarce typu G-10 firmy
New Brunswick, w temperaturze 30°C i przy szybkos$ci mieszania 160 rpm. Tak przy-
gotowanym inokulum szczepiono podioza produkcyjne w bioreaktorze. Hodowle
produkcyjne prowadzono przez 7 dni w 5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III fir-
my New Brunswick zawierajgcym 2,5 dm3 podioza produkcyjnego, przy szybkosci
mieszania 500 rpm, szybkosci napowietrzania 1 vvm i pH 4,0 utrzymywanym auto-
matycznie za pomocg 40% KOH.

2.4. Metody analityczne

Biomase oznaczano wagowo. Porafinacyjne kwasy tluszczowe oznaczano wago-
wo, w tym celu 10 cm3 zawiesiny komérek poddawano dwukrotnej ekstrakgji ete-
rem naftowym, wirowano (5 minut, 4000 rpm) i frakcje eterowa zawierajaca kwasy
tluszczowe przenoszono do naczyniek wagowych. Po odparowaniu eteru naftowe-
go w temperaturze 50°C, naczynka dosuszano w wagosuszarce w temperaturze
105°C. Kwasy organiczne (kwas szczawiowy, cytrynowy, glukonowy) oznaczano
technikg HPLC na kolumnie Aminex HPX87H potaczonej z detektorem UV przy
dtugosci fali 210 nm. Cukry (sacharoza, glukoza, fruktoza) oznaczano technika HPLC
na tej samej kolumnie potaczonej z detektorem RI. Szybkos¢ przeptywu fazy cieklej
(20 mM H,SO4) przez kolumne wynosifa 0,6 cm3min-!. Oznaczenia prowadzono
w temperaturze pokojowe;.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Skrining szczepéw A. miger
Dobér szczepu z gatunku A. niger do produkcji kwasu szczawiowego przeprowa-

dzono w 7-dobowych hodowlach wgtebnych, w podfozu o pH 4,0 zawierajagcym 3%
(w/v) porafinacyjnych kwasow ttuszczowych. Wszystkie badane szczepy A. niger byty
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uzdolnione do produkgji kwasu szczawiowego z kwaséw ttuszczowych (tab.). W za-
lezno$ci od uzytego szczepu A. niger, procesy biosyntezy r6znily sie dynamika pro-
dukgcji i wydajnos$cia kwasu szczawiowego oraz czysto$cig fermentacji. llo$¢ ubocz-
nego kwasu cytrynowego byla w zakresie od 0 do 11,3 gdm. Szczepy 13/33, 13/32
oraz XP nie produkowaly kwasu cytrynowego, natomiast w hodowlach z udzialem
szczepow CH11/21 i IBR6/2 ilos¢ tego kwasu wynosita okoto 11,0 gdm™3. Mutanty te
zostaly wyselekcjonowane przez Elimera (26) jako najlepsze szczepy produkcyjne
do biosyntezy kwasu cytrynowego z tluszczow roslinnych. Zawarto$¢ kwasu szcza-
wiowego w plynie pohodowlanym wynosita od 23,2 gdm™= w hodowli ze szczepem
13/22 do 44,0 gdm= w hodowli ze szczepem XP. Szczepy te produkowaly réwniez
najwyzsze ilo$ci tego kwasu z surowego oleju rzepakowego (5,14,15).

Tabela

Charakterystyka procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przez rdine szczepy A. niger w hodowlach wgteb-
nych w podiozu zawierajacym 30 gdm-3 porafinacyjnych kwaséw tluszczowych

X O0A CA Qoa qoa Yess

Seepy | ) | fgamd) | fgams] | OVOMTYT g | i) (e
13/33 17,2 42,2 0,0 1 6,0 0,35 1,43
CH 11/21 14,7 37,5 11,3 0,77 53 0,36 1,28
IBR 6/2 8,2 4,0 10,6 0,80 6,1 0,74 145
13/32 14,6 23,2 0,0 1 3,3 0,23 0,79
F12 19,0 35,0 0,5 0,98 5,0 0,26 1,25
XP 8,0 44,0 0,0 1 75 0,92 1,74

X — biomasa; 0A — kwas szczawiowy; CA — kwas cytrynowy; Qoy — szybko$¢ objetosciowa produkeji kwasu szczawio-
wego; qoa — Szybko$¢ wiasciwa produkeji kwasu szczawiowego; Yp,s — wydajnos¢ kwasu szczawiowego (g kwasu szczawio-
wego/g zutylizowanego substratu)

Sposréd badanych szczepow A. niger, szczep XP charakteryzowat sie najwyzsza
objetosciowa i wlasciwa szybkoscig produkcji kwasu szczawiowego (7,3 gdm=3dT,
0,92 gg''d1) oraz produkowal kwas szczawiowy z najwyzszg wydajnoscig (1,74 gg!).
W naszych badaniach wydajno$¢ kwasu szczawiowego z kwasow tfuszczowych byta
bardzo wysoka w poréwnaniu do wartos$ci cytowanych w literaturze. Wydajnos¢
kwasu szczawiowego na sacharozie nie przekraczata 0,19 gg! (24), a w podiozach
z laktozg byta w zakresie od 0,4 do 0,51 gg'! (4,13,25).

Na rysunku 1 pokazano zmiany szybkos$ci objetosciowej produkcji kwasu szcza-
wiowego w czasie procesu biosyntezy dla wszystkich badanych szczepéw obliczang
metoda réznicowg pomiedzy kolejnymi dobami. Dynamika produkcji kwasu szcza-
wiowego zmieniala sie w czasie 7-dobowej hodowli. Szczepy CH 11/21, 13/33, IBR
6/2 i 13/32 wykazywaly najwyzsza produktywno$¢ kwasu szczawiowego, od 5,9 do
11,0 gdm=3d-!, w 3 dobie hodowli. Natomiast szczep F12 maksymalng wartos$¢ tego
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Rys. 1. Zmiany szybkosci objetosciowej produkcji kwasu szczawiowego podczas hodowli wgteb-
nych réznych szczepow A. niger w podlozu zawierajagcym 30 gdm3 porafinacyjnych kwaséw ttuszczo-
wych.

parametru (8,8 gdm=3d-1) osiggat w piatej dobie hodowli. Wysokg i stabilng dynami-
ke produkgji kwasu szczawiowego stwierdzono w hodowli z udziatem szczepu XP,
ktéra utrzymywata sie na poziomie od 8,3 do 9,9 gdm3d! od drugiej do piatej
doby. W badaniach Bohlmann i wsp. (3), szybkos$¢ produkcji kwasu szczawiowego
z laktozy wynosifa okoto 6,5 gdm3d-1.

Do dalszych badan wybrano szczep XP, ktory byt najlepszym producentem kwa-
su szczawiowego z kwasow ttuszczowych.

3.2. Biosynteza kwasu szczawiowego przez szczep A. miger XP z réinych iré-
det wegla

Proces biosyntezy kwasu szczawiowego przeprowadzono w podiozu zawiera-
jacym zwiekszong ilo$¢ kwasow ttuszczowych do 5% (w/v). Dla poréwnania przeprowa-
dzono réwniez dwie hodowle w podtozach zawierajacych 15% sacharozy lub glukozy.

Na rysunku 2 przedstawiono dynamike procesu biosyntezy kwasu szczawiowego
przez szczep XP w 8-dobowej hodowli wgtebnej. Najwyzsza ilo§¢ kwasu szczawio-
wego (68,0 gdm™3) uzyskano w si6dmej dobie hodowli. Stezenie kwasu cytrynowego
wzrastato do poziomu 3,6 gdm= w szo6stej dobie hodowli, a nastepnie obnizalo sie
do wartosci 1,4 gdm3 na koricu procesu. Srednie wartoéci objetosciowej szybkosci
produkgji oraz wydajnosci kwasu szczawiowego, wynosity odpowiednio; 8,5 gdm3d!
i 1,33 gg'!. Wartosci te bylty porownywalne z wynikami uzyskanymi w procesie pro-
wadzonym w pH 4-5, w ktérym jako substrat stosowano olej rzepakowy (5).
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Rys. 2. Przebieg procesu biosyntezy kwasu szczawiowego w hodowli wgtebnej przez szczep A. niger
XP w podtozu zawierajacym 50 gdm=3 porafinacyjnych kwaséw ttuszczowych.

Dla poréwnania, do produkcji kwasu szczawiowego przez szczep XP, w podiozu
produkcyjnym stosowano glukoze i sacharoze w pH obnizonym do 4. Na rysunku 3
przedstawiono przebieg tych proceséw. W podtozu zawierajgcym sacharoze juz po
pierwszej dobie hodowli, sacharoza zostata roztozona przez enzym inwertaze pro-
dukowana przez A. niger do cukrow prostych, do glukozy i fruktozy. W obu hodow-
lach przez pierwsze dwie doby, szczep A. niger XP produkowat giéwnie kwas gluko-
nowy i kwas cytrynowy, ktorych stezenia wynosily odpowiednio: w podtozu z glu-
kozg, 115,01 6,0 gdm , a w podtozu z sacharozg, 116,0 i 8,0 gdm3. W kolejnych
dobach hodowli znacznie obnizala sie ilos¢ kwasu glukonowego, w hodowli z glu-
koza do 89,0 gdm=3, aw hodowli z sacharoza do 60,0 gdm-3. Stwierdzono takze nie-
wielkie obnizenie ilo$ci kwasu cytrynowego. Kwas szczawiowy produkowany byt od
2 doby hodowli, a jego koncowe stezenie w obu procesach byto podobne i wynosito
okoto 46,0 gdm=3. Podobny przebieg biosyntezy kwasu szczawiowego przez A. niger
w podtozach z sacharozg uzyskali Strasser i wsp. (24) oraz Cameselle i wsp. (4). Ste-
zenie kwasu glukonowego w koncowym okresie tych hodowli byto wyzsze niz kwa-
su szczawiowego. Ponadto, w swoich badaniach stwierdzili oni, ze w ciggu bardzo
krétkiego czasu sacharoza zostata zhydrolizowana do glukozy i fruktozy, a badane
przez nich szczepy A. niger w pierwszej kolejnosci utylizowaty glukoze, a dopiero
po6zniej fruktoze. W naszych badaniach szczep XP w pierwszej kolejno$ci asymilo-
wal fruktoze, a nastepnie glukoze (rys. 3B).

Szczep A. niger XP, wykazujacy wysokie zdolnosci do utylizagji ttuszczéow, spraw-
dzit sie takze w hodowlach zawierajgcych cukry prowadzonych w warunkach obni-
zonego pH do 4. Objetosciowa szybkos¢ produkcji kwasu szczawiowego w proce-
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Rys. 3. Przebieg procesu biosyntezy kwasu szczawiowego w hodowli wglebnej przez szczep A. niger

XP w podtozu zawierajacym: (A) 150 gdm3 glukozy i (B) 150 gdm3 sacharozy.

sach z glukozg i sacharoza byla wysoka, i wynosita odpowiednio: 6,4 i 6,7 gdm=3d-1.
Wartosci tego parametru sg poréwnywalne z wartosciami uzyskanymi przez innych
autoréw w procesach prowadzonych w podtozach z sacharoza w pH 6-7 (3). Stoso-
wany przez nich szczep A. niger 1120 w pH 5 produkowat 2-krotnie mniej kwasu
szczawiowego, anizeli w pH 6. W naszych badaniach wydajnos$¢ kwasu szczawiowe-
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go z sacharozy i glukozy, w poréwnaniu do proces6w prowadzonych w podtozach
z kwasami ttuszczowymi, byta bardzo niska i wynosita odpowiednio 0,71 0,3 gg'!.

Uzyskane wyniki pozwalajg na sformutowanie wniosku, ze produkty odpadowe
takie jak porafinacyjne kwasy ttuszczowe sg dobrym substratem do produkcji kwasu
szczawiowego przez wyselekcjonowane szczepy A. niger w warunkach obnizonego
pH do 4. Dalsze doskonalenie procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przez naj-
lepszy dla takiego srodowiska szczep XP, pozwoli opracowac alternatywng metode
produkgji tego kwasu na drodze mikrobiologiczne;.

Badania realizowane w ramach projektu badawczego nr 2PO6T 11326 finansowanego przez KBN
w latach 2004-2006.
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Produkcja kwasu cytrynowego
7 odpadowego glicerolu przez
droidie Yarrowia lipolytica
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Barbara Zarowska, Izabela Musial

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza,
Wroctaw

Citric acid production from raw glycerol by Yarrowia lipolytica yeast
Summary

The present study describes an alternative way of raw glycerol (the main
by-product of bio-diesel production units) valorization with the formation of re-
markable amounts of citric acid. The results of the experiments indicated that
raw glycerol was an adequate substrate for citric acid production by Y. lipolytica.
The highest citric acid concentration of 144,5 gdm3 was achieved during
fed-batch culture with Y. lipolytica 1.31 yeast strain. The yield of citric acid was
0,72 ggl.

Key words:
Yarrowia lipolytica, citric acid, glycerol, submerged culture.

1. Wstep

Grzyby strzepkowe Aspergilus niger oraz drozdze z gatunku
Yarrowia lipolytica s obecnie najlepszymi producentami kwasu
cytrynowego (CA) (1-4). Prace nad drozdzowg fermentacja cytry-
nowa, zapoczatkowane w latach 60. ubiegtego wieku, dotyczyly
glownie proceséw, w ktorych wykorzystywano weglowodory ali-
fatyczne jako substraty w tej biosyntezie (5,6). Dopiero pod ko-
niec lat 70., zaczetly ukazywac sie prace, w ktorych wykorzysty-
wano glukoze jako zrédlo wegla i energii (7,8). Przedmiotem
wnikliwych badan byly zagadnienia zwigzane: z wyjasnieniem
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mechanizmu nadprodukcji kwasu cytrynowego, wymaganiami pokarmowymi uzy-
tych szczepow drozdzy, aktywnoscig podstawowych enzyméw cyklu Krebsa odpo-
wiedzialnych za wydzielanie kwasu do Srodowiska oraz oceng dynamiki procesu
biosyntezy cytrynianu w hodowlach periodycznych, potciggtych i ciggtych z uzyciem
wolnych i unieruchomionych komérek (2,4,7,8). Niestety, naturalne szczepy droz-
dzy z gatunku Y. lipolytica sa zdolne utylizowac¢ tylko nieliczne cukry (glukoza, fruk-
toza). To praktycznie wyklucza mozliwos¢ stosowania w biosyntezie kwasu cytryno-
wego tradycyjnych surowcéw weglowodanowych m.in. sacharozy lub melasy. Do-
piero szczepy uzyskane na drodze inzynierii genetycznej, posiadajace gen inwerta-
zy, byly uzdolnione do biosyntezy kwasu cytrynowego z czystej sacharozy lub sa-
charozy zawartej w melasie buraczanej (9-11). Zastosowanie skojarzonych kultur
drozdzy, w ktoérych jeden szczep posiadat aktywno$¢ inwertazy, rowniez umozli-
wiato zastosowanie sacharozy w takim procesie biosyntezy (12,13). Wyselekcjono-
wane mutanty Y. lipolytica uzdolnione byly takze do intensywnej produkgji tego
kwasu w podiozach zawierajgcych oleje roslinne oraz etanol (3,14,15).

W procesie produkgcji biopaliw (biodiesla), produkcji estrow metylowych lub
etylowych wyzszych kwaséw ttuszczowych, produktem odpadowym jest frakcja
glicerynowa, ktora zawiera do 50% glicerolu, reszte tej frakcji stanowia kwasy
tluszczowe, estry i mydta. Wedtug prognoz, w najblizszych latach w Polsce produ-
kowane beda biopaliwa, a odpadowa frakcja glicerynowa stanowi¢ bedzie od 10
do 20% zuzytego rzepaku (16). Zagospodarowanie takiej ilosci odpadéw bedzie
nastrecza¢ wiele trudno$ci. Otrzymywanie gliceryny bezwodnej lub kosmetycznej
w procesie destylacji prozniowej jest energochtonne i kosztowne. Przetwarzanie
gliceryny odpadowej w uzyteczne produkty w procesach biotechnologicznych,
znajduje sie dopiero w fazie badan laboratoryjnych. Zastosowanie odpadowego
glicerolu do produkcji kwasu cytrynowego przez drozdze Y. lipolytica jest zagad-
nieniem nowym i malo poznanym. Jedynie w badaniach Papanikolaou i wsp. (1) za-
stosowano odpadowy glicerol do produkcji kwasu cytrynowego przez wyselekcjo-
nowany do takiego Srodowiska szczep Y. lipolytica LGAM S(7)1. Badania te byly jed-
nak przeprowadzone tylko w hodowlach wstrzasanych, w ktérych otrzymywano
do 35 gdm kwasu cytrynowego. Glicerol jest natomiast powszechnie stosowany
jako zrodto wegla w procesie biosyntezy propano-1,3-diolu przez bakterie Clostridium
butyricum (17-19).

Celem tej pracy jest ocena przydatnosci odpadowego glicerolu, powstalego przy
produkgji estrow etylowych wyzszych kwaséw tluszczowych, do biosyntezy kwasu
cytrynowego przez drozdze z gatunku Y. lipolytica w hodowlach wgtebnych.
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2. Materialy i metody

2.1. Mikroorganizmy

W badaniach wykorzystano 10 szczepow drozdzy z gatunku Y. lipolytica, w tym:
3 szczepy pochodzace z American Type Culture Collection; ATCC 20324, ATCC 20460,
ATCC 8661; 2 szczepy z czeskiej kolekcji CCY; CCY-29-40, CCY 29-26-41 oraz
5 szczepow z kolekgji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Akademii
Rolniczej we Wroctawiu; A-101, 1.22, 1.31, K1 i AWG-7. Szczepy drozdzy przecho-
wywano w temperaturze 4°C na skosach YM.

2.2. Substrat

Do biosyntezy kwasu cytrynowego wykorzystywano glicerol techniczny oraz gli-
cerol odpadowy z instalacji pilotowej produkgcji biopaliwa z oleju rzepakowego
(produkcja estrow etylowych wyzszych kwaséw ttuszczowych) na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Zawartos$¢ glicerolu w otrzymanej frakcji gliceryno-
wej wynosita okofo 45% (w/w), reszte frakcji stanowity kwasy tluszczowe oraz estry
etylowe i mydta. Glicerol z frakcji glicerynowej ekstrahowano za pomocg wody. Po
rozdzieleniu sie fazy ttuszczowej i wodnej, stezenie glicerolu odpadowego w fazie
wodnej wynosito okoto 250 gdm3.

2.3. Techniki hodowlane

W pierwszym etapie badan, uzdolnienia drozdzy z gatunku Y. lipolytica do bio-
syntezy kwasu cytrynowego z glicerolu sprawdzano w hodowlach wstrzasanych sto-
sujac podioze z glicerolem technicznym i glicerolem odpadowym. Sktad tego pod-
toza przedstawiono w tabeli 1. Hodowle prowadzono na wstrzgsarce typu G10 firmy
New Brunswick, przy obrotach 160 rpm (ilo§¢ obrotéw min-!), w temperaturze 30°C
przez 7 dni. Do$wiadczenie wykonano w dwoéch powtérzeniach dla kazdego szcze-
pu drozdzy. Szczepy, ktére produkowaly najwyzsze ilosci kwasu cytrynowego w ho-
dowlach wstrzgsanych, zostaly wybrane do dalszych badan, ktore prowadzono
w bioreaktorze z mieszadtem.
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Tabela 1
Skiad i przeznaczenie podiozy
Nazwa Skiad Zastosowanie
bulion YMG | glicerol techniczny — 40 g, ekstrakt drozdzowy — 3 g, ekstrakt| hodowle inokulacyjne dla procesow
stodowy 3 g, pepton — 5 g, woda destylowana — 1 dm3 prowadzonych w bioreaktorze
agar YM glukoza — 10 g, ekstrakt drozdzowy — 3 g, ekstrakt stodowy 3 g,| przechowywanie drozdzy na skosach
pepton — 5 g, agar — 20 g, woda destylowana — 1 dm3
podtoze SK | glicerol techniczny — 100 g KH,PO4 — 0,2 g NH4Cl — 1,0 g;| dobor szczepéw drozdzy do biosyn-
MgS0;XH,0 — 1,0 g; ekstrakt drozdiowy — 1,0 g; CaC03; — 16,5 g;| tezy CA — hodowle na wstrzgsarce
woda wodociggowa — 1 dm3
podtoze PO | glicerol techniczny lub glicerol odpadowy — 110 g; NH4Cl — 3,0 g;| biosynteza CA — hodowle okresowe
KH,PO; — 0,2 g; MgSO4XH,0 — 1,0 g; ekstrakt drozdzowy — 1,0 g;| w bioreaktorze
woda wodociggowa — 1 dm?3
podioze PZ | glicerol odpadowy 110 g, glicerol techniczny 90 g; NH,Cl — 3,0 g;| biosynteza CA — hodowla okresowa
KH,PO4 — 0,2 g; MgSO4XH,0 — 1,0 g; ekstrakt drozdzowy — 1,0 g;| z zasilaniem w bioreaktorze
woda wodociggowa — 1 dm3

2.4. Hodowle inokulacyjne

Szczepionke drozdzy namnazano w podfozu inokulacyjnym o sktadzie podanym
w tabeli 1. Hodowle prowadzono w 250 cm3 kolbach Erlenmayera zawierajacym
50 cm3 podioza inokulacyjnego na wstrzgsarce typu G-10 (New Brunswick) przy
szybko$ci obrotowej 160 rpm, w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Tak przygoto-
wanym inokulum szczepiono podtoza produkcyjne. Inokulum stanowito kazdorazo-
wo 5% (v/v) podioza produkcyjnego.

2.5. Hodowle produkcyjne

Biosynteze kwasu cytrynowego prowadzono w 3-litrowym bioreaktorze typu
Bioflo Il (New Brunswick) zawierajgcym 1,2 dm?3 podioza produkcyjnego, w tempe-
raturze 30°C, przy szybkosci przeptywu powietrza 0,2 vvm (dm3 powietrza/ dm3
podtoza min), szybkosci obrotowej mieszadta 500 rpm. W czasie hodowli pH 5,5
utrzymywano automatycznie za pomocg 30% NaOH.

2.6. Metody analityczne

Biomase oznaczano wagowo. Kwas cytrynowy oraz glicerol oznaczano tech-
nika HPLC na kolumnie Aminex HPX 87H potgczonej z detektorem UV przy dfugo-
$ci fali 210 nm oraz z detektorem Rl w temperaturze pokojowej. Szybkos¢
przeplywu fazy cieklej, 20 mM H,SOy4, przez kolumne wynosita 0,6 cm3min-!. Kwas
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izocytrynowy oznaczano metodg enzymatyczng przy udziale dehydrogenazy izo-
cytrynianowej.

3. Omoéwienie wynikoéw i dyskusja

3.1 Skrining szczepéw Y. lipolytica do biosyntezy kwasu cytrynowego z gli-
cerolu

W pierwszym etapie badan oceniano zdolnos$¢ 10 szczepow drozdzy, przedsta-
wicieli gatunku Y. lipolytica, do wzrostu i biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu
technicznego oraz odpadowego w 5-dobowych hodowlach wstrzgsanych.

W hodowlach prowadzonych w podtozach zawierajacych glicerol techniczny,
wszystkie szczepy produkowaty kwas cytrynowy (tab. 2). Stezenie kwasu na koncu ho-
dowli wynosito od 6,2 do 22,1 gdm™3. Najwiecej kwasu cytrynowego produkowaty
szczepy ATCC 20460 i CCY 29-26-41, odpowiednio 22,11 21,0 gdm™3. Wszystkie testo-
wane szczepy drozdzy produkowaly réwniez kwas izocytrynowy (ICA), ktérego steze-
nie w zaleznosci od uzytego szczepu Y. lipolytica byto w zakresie od 0,3 do 4 gdm™.
Proces biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu technicznego z udziatem szczepu
K1 charakteryzowal sie najwyzsza czystoscia, a udzial kwasu cytrynowego w sumie
kwasow cytrynowych wynosit az 98,5%. Uzyte szczepy Y. lipolytica produkowaly kwas
cytrynowy z glicerolu z r6zng szybkoscig i wydajnoscia, ktore byty na niskim poziomie
iwynosity odpowiednio; Qca = 0,07-0,13 gdm3h1, Y4 = 0,06-0,20 gg™!.

Tabela 2

Wzrost i produkcja kwasu cytrynowego przez réine szczepy Y. lipolytica na glicerolu technicznym w 7-do-
bowych hodowlach wstrzasanych

Suczepy X CA ICA 100 CA/ (CA+ICA) Qe Yo

’ [gdm-3] [gdm-3] [gdm-3] [%] [gdm-3h-1] [gg]

ATCC 20324 41 19,8 1,5 93,0 0,12 0,18
ATCC 20460 53 22,1 1,4 94,0 0,13 0,20
ATCC 8661 49 19,3 1,9 91,0 0,12 0,18
CCY-29-26-40 44 6,2 40 60,8 0,04 0,06
CCY 29-26-41 44 21,0 13 94,2 0,13 0,19
A-101 48 18,2 29 86,3 0,11 0,17
1.22 6,3 6,2 1,1 84,9 0,04 0,06
131 5,1 16,0 0,7 95,8 0,10 0,15
K1 49 19,5 03 98,5 0,12 0,18
AWG-7 47 11,0 0,7 94,0 0,07 0,10

X — biomasa, CA — kwas cytrynowy, ICA — kwas izocytrynowy; Qg — szybko$¢ produkeji kwasu cytrynowego; Yo, —
wydajnos¢ kwasu cytrynowego (g wytworzonego CA/ g zutylizowanego substratu)
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W hodowlach wstrzgsanych, w ktorych zastosowano glicerol odpadowy, wszyst-
kie szczepy Y. lipolytica produkowaty 2-krotnie wiecej biomasy (10,1-14,4 gdm3)
w poréwnaniu do hodowli z glicerolem technicznym (tab. 3). Frakcja glicerynowa
zawiera niewielkie ilosci bialek i peptydow, ktore przy ekstrakgji glicerolu woda sa
obecne w glicerolu odpadowym. Zwigzki te sg dodatkowym zrédtem azotu dla droz-
dzy. W hodowlach z glicerolem odpadowym badane szczepy drozdzy produkowaty
rowniez wyzsze ilosci kwasu cytrynowego od 9,3 do 40,6 gdm™ (tab. 3). Najlepsze
uzdolnienia kwasotwoércze wykazat szczep ATCC 20324 oraz ATCC 20460, ktore wy-
twarzaly odpowiednio 40,6 i 40,3 gdm™ kwasu cytrynowego. Selektywnos¢ fermen-
tacji z udziatem tych szczepow byta wysoka i wynosita okoto 93%. Szczepy te produ-
kowaly odpowiednio: 3,3 i 2,7 gdm™3 kwasu izocytrynowego. Sposréd badanych
szczepow drozdzy, szczep K1 charakteryzowat sie najwyzsza selektywnoscig fer-
mentacji 97,8%. Produkowatl jednak prawie 2-krotnie mniej kwasu cytrynowego
(22,6 gdm3) anizeli szczepy z kolekcji ATCC. W hodowlach wstrzasanych uzyskano
dobrg dynamike produkcji kwasu, ktéra dla szczepow ATCC 20324 i ATCC 20460
byla rzedu 0,24 gdm=3h!. W przedstawionych przez Papanikolaou i wsp. (1) bada-
niach szczep Y. lipolytica LGAM S(7)1 produkowal w podiozach zawierajacych,
80-120 gdm™ odpadowego glicerolu, do 35 gdm=h-! kwasu cytrynowego, z wydaj-
noscig rzedu 0,42-0,44 gg'!. Szczep ten produkowal réwniez niewielkie ilo$ci
ubocznych kwaséw takich jak kwas octowy, izocytrynowy i a-ketoglutarowy.

Tabela 3

Wzrost i produkcja kwasu cytrynowego przez roine szczepy Y. lipolytica na glicerolu odpadowym w 7-do-
bowych hodowlach wstrzasanych

Srczepy X CA ICA 100 CA/ (CA+ICA) Qcx You
[gdm-3] [gdm-3] [gdm-3] [%] [gdm-3h-1] lgg]

ATCC 20324 13,5 40,6 33 92,5 0,24 0,37
ATCC 20460 13,8 40,3 2,7 93,7 0,24 0,37
ATCC 8661 13,7 37,3 3,5 91,4 0,22 0,34
CCY-29-26-40 10,6 9,3 3,0 75,6 0,06 0,08
CCY 29-26-41 10,6 35,8 3,1 92,0 0,21 0,33
A-101 13,8 32,8 6,0 84,5 0,2 0,30
1.22 12,9 11,3 1,8 86,3 0,07 0,10
1.31 14,4 18,7 0,9 95,4 0,11 0,17
K1 10,1 22,6 0,5 97,8 0,14 0,21
AWG-7 14,4 9,9 0,6 943 0,06 0,09

Oznaczenia jak w tabeli 2

Na podstawie przeprowadzonych hodowli wstrzasanych do dalszego etapu ba-
dan wytypowano 4 szczepy: 1.31, K1, ATCC 20460 i AWG-7, ktére w hodowlach
z glicerolem technicznym i odpadowym produkowaly kwas cytrynowy z duzg selek-
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tywnoscia (powyzej 93%). Ocene kinetyczng procesow biosyntezy kwasu cytrynowe-
go przeprowadzono w hodowlach wgtebnych w bioreaktorze, ktére zapewniaja
lepsza kontrole najwazniejszych parametréw hodowlanych takich jak temperatura,
natlenienie czy pH w czasie calego procesu biosyntezy.

3.2. Biosynteza kwasu cytrynowego z glicerolu w hodowlach wgt¢bnych
w bioreaktorze

W tabeli 4 pokazano charakterystyke procesu biosyntezy kwasu cytrynowego
z glicerolu technicznego i odpadowego przez wybrane szczepy Y. lipolytica. Stezenie
glicerolu w podtozu produkcyjnym wynosito 110 gdm=3. W hodowlach wgiebnych
w bioreaktorze uzyskano zwiekszenie szybkosci produkcji kwasu cytrynowego jak
i wydajnosci procesu, w porownaniu do hodowli prowadzonych na wstrzgsarce.
W procesach z glicerolem technicznym, najwiecej kwasu nagromadzaly szczepy
1.31 i K1, odpowiednio: 59,0 i 44,6 gdm™. Ponadto, drozdze te produkowaly mate
ilo$ci kwasu izocytrynowego, odpowiednio: 5,6 i 5,2 gdm™3, co miato wplyw na wy-
soka selektywnos¢ procesu fermentacji okolo 91%. Biosynteza kwasu cytrynowego
z glicerolu technicznego z udziatem tych szczepéw charakteryzowata sie najwyzsza
objetosciowa szybkoscig produkgji (1,13 i 0,98 gdm-3h1) i wydajnoscig kwasu (0,54
i 0,40 gg'1). Wartosci tych parametréw byly zblizone do wartos$ci uzyskanych przez
innych autoréw w hodowlach na glukozie (2,7,20). W badaniach Papanikolaou i wsp.
(1), objetosciowa szybkos$¢ produkeji kwasu cytrynowego z odpadowego glicerolu
byla znacznie nizsza i wynosita 0,15 gdm=3h'l. W hodowlach na glicerolu odpado-
wym trzy szczepy: ATCC 20460, 1.31 i K1 produkowaly ponad 50 gdm3 kwasu.
Szczep ATCC 20460 produkowat jednak znaczne ilo$ci kwasu izocytrynowego
(15,5 gdm3), co wptywato na obnizenie selektywnosci fermentacji do 78%. Sposrod
badanych szczepow Y. lipolytica, szczep 1.31 odznaczat sie najwyzszg selektywnos-
cig fermentacji, okoto 94%. Wykorzystywane przez Anastassiadis i wsp. (2) szczepy
produkcyjne Candida lipolytica DSM 3286 oraz Candida oleophila ATCC 20177 produ-
kowaty kwas cytrynowy z glukozy z selektywnoscig odpowiednio: 95,5 i 96,5%.

Tabela 4

Charakterystyka procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez réine szczepy Y. lipolytica w ho-
dowlach wgiebnych w bioreaktorze

Szczep X CA ICA 100 CA/ (CA+ICA) Qs You
Y. lipolytica [gdm3] [gdm3] [gdm-3] [%] [gdm-3h1] [gg!]
1 2 3 4 5 6 7

glicerol techniczny

ATCC 20460 23,0 28,0 10,6 72,5 0,52 0,34
1.31 14,1 59,0 5,6 91,3 1,13 0,54
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Produkcja kwasu cytrynowego z odpadowego glicerolu przez drozdze Yarrowia lipolytica

1 2 3 4 5 6 7
K1 18,9 44,6 5,2 89,6 0,98 0,40
AWG-7 19,1 40,2 2,2 948 0,64 0,38
glicerol odpadowy
ATCC 20460 214 55,0 15,5 78,0 1,12 0,50
1.31 13,8 59,3 4,0 93,7 0,90 0,59
K1 21,3 50,0 58 89,6 0,85 0,47
AWG-7 21,6 18,4 2,8 86,8 0,88 0,44

Oznaczenia jak w tabeli 2

Do dalszych badan wybrano szczep 1.31, ktéry w hodowlach na glicerolu tech-
nicznym i odpadowym produkowatl najwyzsze ilosSci kwasu cytrynowego, a proces
biosyntezy z udziatem tego szczepu charakteryzowat sie najwyzsza selektywnoscia.

3.3. Biosynteza kwasu cytrynowego w hodowli periodycznej zasilanej

W ostatnim etapie pracy przeprowadzono produkcje kwasu cytrynowego z glice-
rolu odpadowego przez szczep Y. lipolytica 1.31. Stezenie glicerolu w podtozu pro-
dukcyjnym zwiekszono do 200 gdm3, co spowodowato zwiekszenie stosunku mo-
larnego C:N. Stezenie poczgtkowe glicerolu wynosito 120 gdm™, a pozostalg ilos¢
glicerolu dodano w 30 h hodowli (rys.). Dodatek glicerolu, spowodowal przyrost
biomasy komérkowej drozdzy z 12 do 15,5 gdm3, co potwierdza obecnos¢ pier-
wiastkéw biogennych (azotu i fosforu) w takim srodowisku. W hodowli periodycz-
nej zasilanej z udziatem szczepu Y. lipolytica 1.31, mozna wyrézni¢ dwie fazy pro-
dukgji kwasu, rozniace sie szybkoscig produkgji kwasu cytrynowego. W pierwszym
okresie, pomiedzy 31 a 100 h hodowli, stwierdzono najwyzsza szybko$¢ produkgji
kwasu cytrynowego (0,86 gdm3h-1). W dalszej czesci procesu, pomiedzy 100 a 142 h
hodowli, szybkos¢ tworzenia kwasu cytrynowego obnizyta sie do 0,6 gdm=h1. Po-
dobny przebieg zmian dynamiki produkcji kwasu cytrynowego z glukozy przez r6z-
ne szczepy Y. lipolytica, stwierdzali takze inni autorzy (8,21). W wyniku zastosowa-
nia procesu ze zwiekszonym stezeniem substratu uzyskano 144,5 gdm= kwasu cy-
trynowego i 4 gdm kwasu izocytrynowego, a selektywno$¢ fermentacji byta powy-
zej 97%. Wydajno$¢ kwasu cytrynowego z glicerolu byta wysoka i wynosita 0,72 gg'1.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze odpadowy glicerol jest dobrym substratem do
biosyntezy kwasu cytrynowego przez drozdze z gatunku Y. lipolytica, umozliwia pro-
dukcje duzych ilosci kwasu, z wysoka wydajnoscia. Niezbedne sg jednak dalsze ba-
dania w celu poprawienia produktywnosci i wydajnosci procesu biosyntezy.
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Waldemar Rymowicz i inni
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Y. lipolytica 1.31 w hodowli periodycznej zasilane;j.
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