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Optymalizacja bioprodukcji kwasu cytrynowego w hodowli wgtebnej
Aspergillus niger prowadzonej w obecnosci Tweenu 80
Wstep Xs =Xs"— AXs (1
Kwas cytrynowy jest wykorzystywany m.in. w przemysle spozyw- Xs'= Xs" + AXs @

czym, olejarskim, farmaceutycznym i metalurgicznym [Podgorski
i in., 2006]. Najbardziej rozpowszechniona metoda otrzymywania ww.
zwiazku jest wglgbna hodowla grzybow Aspergillus niger. Efektywnosc
procesu fermentacji cytrynowej zalezy od wielu czynnikow, m.in. kom-
pozycji podtoza hodowlanego, wlasnosci uzytego szczepu oraz warun-
koéw prowadzenia biosyntezy [ Papagianni, 2007]. Dla uzyskania wyso-
kiej wydajnosci fermentacji cytrynowej stosuje si¢ podtoza o sktadzie
zdefiniowanym pod katem nadprodukcji kwasu cytrynowego. Wyniki
niektorych eksperymentow dowodza, ze stosowanie ww. podtozy nie
zawsze skutkuje korzystnym efektem fermentacji cytrynowej [ Pawfow-
ska, 2012]. Procesy mikrobiologiczne mozna intensyfikowaé poprzez
wprowadzanie do podtozy stymulatorow biosyntezy pozadanych meta-
bolitow [Lee, 2012]. Do potencjalnych stymulatorow procesu fermenta-
cji cytrynowej naleza m.in. niejonowe surfaktanty [Nemec i in., 2002].
Wprowadzenie nowej substancji do podtoza hodowlanego powoduje
destrukcj¢ jego kontrolnych wtasciwosci [Podgorski i in., 2006]. Dla
uzyskania pozadanego efektu biosyntezy, prowadzonej w obecnos$ci
wybranego stymulatora, konieczne jest wigc ponowne ustalenie skta-
du podtoza i okreslenie najkorzystniejszych warunkéw procesowych.
W naukach biologiczno-chemicznych, jedna z najczgsciej stosowanych
metod optymalizacyjnych jest zaproponowana przez Boxa i Wilsona
[71951] metoda czynnikowo-gradientowa. Wyniki wielu eksperymen-
tow wskazuja na przydatnos¢ ww. metody dla poprawy efektow pro-
cesOw biotechnologicznych [Biatkowska i in., 2004; Romanowska i in.,
2004).

Celem przeprowadzonych eksperymentéw byla maksymalizacja bio-
produkcji kwasu cytrynowego w wgtebnych hodowlach Aspergillus ni-
ger prowadzonych w obecnosci Tiveenu 80.

Materialy i metody

W prowadzonych eksperymentach wykorzystano szczep plesni
Aspergillus niger 10581 z nadprodukcja kwasu cytrynowego, pocho-
dzacy z Muzeum Czystych Kultur przy Instytucie Technologii Fermen-
tacji i Mikrobiologii Politechniki Lodzkiej. Jako podloze bazowe uzyto
ptynne podtoze mineralne o sktadzie [g/dm3 wody]: sacharoza —100,
NH,NO; - 2,0, KH,PO,— 0,2, MgSO, 7H,0 — 0,2, pH — 4,5. W do-
swiadczeniu wykorzystano surfaktant nicjonowy Tween 80.

Kazde doswiadczenie prowadzono w kolbach okraglych ptaskoden-
nych o poj. 500 cm’, w statych warunkach procesu — temp. 28°C, pred-
kos$¢ wytrzasania 110 obr/min, napetnienie kolby podtozem — 200 cm’.
Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.
Stezenie kwasu cytrynowego w hodowlach oznaczano metoda kolory-
metryczng Furtha — Herrmanna [1935].

W celu maksymalizacji bioprodukcji kwasu cytrynowego wykona-
no eksperyment czynnikowo-gradientowy oparty si¢ na pracy Boxa
i Wilsona [1951]. Stanowita ona podwaling do opracowania metody
optymalizacji okreslanej jako RSM (Response Surface Methodology).
Obecnie jest to najbardziej rozpowszechniona metoda interpretacji ba-
dan zmierzajacych do optymalizacji procesow fermentacyjnych [Liu
iin., 2007].

Optymalizacj¢ czynnikowa oparto na planie eksperymentu typu 2
(S — liczba optymalizowanych parametrow). Po wyborze parametrow
do optymalizacji zbudowano macierz planowania dla eksperymentu
dwupoziomowego. Dla kazdej zmiennej przyjeto wartosci na dwoch
poziomach gornym i dolnym:

N

gdzie: S — liczba parametréw optymalizowanych, S=1, 2, 3, ..n,

X — optymalizowany parametr, (+/-) — gérna (Xs ') badz dolna (X5 ) war-
tos¢ optymalizowanego parametru, zaleznie od znaku przypadajacego
na dang probg wedtug macierzy.

Na podstawie wynikow eksperymentu czynnikowego oszacowano
wartosci wspolezynnikow regresji (k;) w modelu liniowym. Pozwoli-
1o to okresli¢ wielkos¢ wptywu poszczegolnych parametrow na wyniki
procesu fermentacji cytrynowe;j:

k= (/= n =yt = ) (3)

gdzie: N — liczba wariantdw optymalizowanych, (+/-) — dodatnia lub
ujemna warto$¢ zgodnie ze znakiem przypadajacym na dang probg we-
dlug macierzy, y,, y5...... ... yy — odpowiedz obiektu.

Warto$ci wspotczynnikow regresji postuzyty do oszacowania dtugo-
$ci skokow, te za$ pozwolily na zdefiniowanie wariantow eksperymentu
gradientowego.

Wyniki badan i ich analiza

Wyniki wstgpnych eksperymentow wykazaty ze zastosowanie pod-
toza bazowego o sktadzie okreslanym jako optymalny dla nadpro-
dukcji kwasu cytrynowego skutkuje niewielka efektywnoscia procesu
fermentacji. W hodowlach prowadzonych na ww. podtozu najwyzsza
zanotowana warto$¢ $redniego stgzenie kwasu cytrynowego wyniosta
zaledwie 18,02 g/dm3. Oszacowana wydajnos¢ produktu w stosunku do
substratu byla niewielka, warto$¢ wspotczynnika Y, wyniosta 0,12.

W celu intensyfikacji bioprodukcji kwasu cytrynowego i poprawy
wydajnosci prowadzonej fermentacji zdecydowano si¢ na wykorzysta-
nie wybranych niejonowych surfaktantéw jako potencjalnych stymu-
latoréw biosyntezy ww. metabolitu. W badaniach uzyto surfaktantow
z grupy Triton, Tween i Span. Najlepsze efekty procesu fermentacji do-
tyczylty Tweenu 80, wowczas obserwowano ponad dwukrotny wzrost
stgzenia kwasu cytrynowego w stosunku do hodowli bazowych. Naj-
wyzsze $rednie stezenie kwasu cytrynowego uzyskano z podtozy su-
plementowanych Tweenem 80 w ilosci 1 g/dm’ i wyniosto 47,01 g/dm’.
W s$wietle uzyskanych wynikéw zdecydowano si¢ na ponowne zdefi-
niowanie sktadu podtoza uzupelionego o Tiveen 80 oraz ustaleniu naj-
korzystniejszych warunkow procesu biosyntezy kwasu cytrynowego.

Przyjeto, ze proces bioprodukcji kwasu cytrynowego w podtozu z do-
datkiem Tweenu 80 zalezy od wartoséci siedmiu wyjsciowych parame-
trow hodowli: stezenia sacharozy, NH,NO;, KH,PO,, Tweenu 80, od
wyjsciowego pH podtoza, st¢zenia inicjalnego inokulum i czasu pro-
cesu. Dla kazdego parametru wyznaczono warto$¢ dolnego i goérnego
poziomu optymalizowanej wielkosci dodajac lub odejmujac przyje-
ty W sposob arbitralny przyrost standardowy. Wartosci w centralnym
punkcie planu (Xso) odpowiadaly tym warto§ciom parametrow, przy
ktorych w toku poprzednich do$wiadczen obserwowano najkorzystniej-
sze efekty procesu fermentacji (Tab. 1).

Nastepnie zaprojektowano macierz planowania dla eksperymentu
dwupoziomowego, czego wynikiem byto uzyskanie 32 wariantoéw kom-
pozycji podtoza i warunkéw procesu biosyntezy. Na podstawie uzyska-
nej macierzy wariantow przeprowadzono hodowlg szczepu £0581. Naj-
wyzsze $rednie stgzenie kwasu cytrynowego 59,31 g/dm3 otrzymano
z hodowli prowadzonych wedtug wariantu nr 13, ktéremu 0dp0wiadal3y
nastgpujace wartosci optymalizowanych parametrow: X, — 100 g/dm’,
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Tab.1. Wykaz parametrow poddanych optymalizacji czynnikowej

Symbol Nazwa Wielkos¢ optymalizowanego
optymalizowanego optymalizowanego parametru
parametru parametru X, | AX | Koo | Xioie

Sktadniki podtoza

X, Sacharoza [g/dma] 150 50 200 100

X, NH,NO; [g/dm’] 2 1 3 1

X; KH,PO, [¢/dm’] 0,2 0,15 0,35 0,05

X, Tween 80 [g/dm’] 1 0,5 1,5 0,5
Warunki procesu

X5 pH 4,5 2 6,5 2,5

X, G“t"[f,z‘zl/‘i]]“ﬂ“m 4 | 25 | 65 | 15

X; Czas procesu [godz.] 120 48 168 72

X) — punkt centralny planu, 4X — przyrost standardowy
Xesrme» Xgome— Przyjmowane wartosci wejs¢ na dwoch pozimowych gérnym i dolnym
X, — 1 g/dm’, X; - 0,35 g/dm’, X, — 1,5 g/dm’, X5 — 2,5, X — 1,5 % wiv,
X; — 168 godz. Uzyskane stgzenie bylo o 12,3 g/dm3 wyzsze od tego,
ktére notowano w hodowlach bazowych. Dane uzyskane w wyniku
optymalizacji czynnikowej postuzyly w eksperymencie gradientowym
do wyznaczenia wspolczynnikow regresji (k;), okreslajacych liniowy
wplyw badanych parametréw na proces biosyntezy kwasu cytrynowego
(Tab. 2).

Tab.2. Oszacowane warto$ci wspotczynnikow regresji (k;) i dtugosci skokow

Symbol optymalizowanego k; Dlugosé¢ skoku Jednostka skoku
parametru

X, 2,452 2,094 [g/dm’]
X, -4,861 -0,083 [g/dm’]
X, 5,396 0,013 [g/dm’]
X, 5,855 0,05 [g/dm’]
X; 0,29 0,009 _

X, -3,703 -0,158 [% wiv]
X, 1,161 0,951 [godz.]

Najwigksza co do wartosci bezwzglednej warto§¢ wspdtczynnika
korelacji dotyczyta parametru X,. Parametr ten stanowit podstawg do
wyznaczenia wartosci skoku jednostkowego w eksperymencie gradien-
towym. Na podstawie uzyskanych wynikéw zbudowano plan ekspery-
mentu gradientowego ztozonego z 10 wariantéw sktadu podioza i wa-
runkow procesu biosyntezy kwasu cytrynowego (Tab. 3).

Punktami odniesienia dla powyzszego planu byly warto$ci parame-
trow w centralnym punkcie planu czynnikowego (wariant 0 w tab. 3
odpowiadat wariantowi X, w tab. 1).

Tab.3. Macierz eksperymentu gradientowego oraz wyniki procesu biosyntezy kwasu
cytrynowego prowadzonego wedtug poszczegdlnych wariantow

_% —; Symbol optymalizowanego parametru g “E’ “i «E
£ 5 2875
=z 2 X X, X3 X, Xs Xs X; % ‘gf‘ o0

0 150 2 0,2 1 4,5 4 120 47,01

1 147,906 | 1,917 | 0,213 | 1,05 | 4,509 | 3,842 | 120,951 40,58

2 145812 | 1,834 | 0,226 | 1,1 | 4,518 | 3,684 | 121,902 45,36

3 143,718 | 1,751 | 0,239 | 1,15 | 4,527 | 3,526 | 122,853 54,05

4 141,624 | 1,668 | 0,252 | 1,2 | 4,536 | 3,368 | 123,804 55,15

5 139,53 | 1,585 | 0,265 | 1,25 | 4,545 | 3,21 | 124,755 61,43

6 137,436 | 1,502 | 0,278 | 1,3 | 4,554 | 3,052 | 125,706 66,37

7 135342 | 1,419 | 0,291 | 1,35 | 4,563 | 2,894 | 126,657 50,49

8 133,248 | 1,336 | 0,304 | 1,4 | 4,572 | 2,736 | 127,608 31,83

9 131,154 | 1,253 | 0,317 | 1,45 | 4,581 | 2,578 | 128,559 17,32
10 129,06 | 1,17 | 033 | 1,5 | 4,59 | 2,42 | 129,51 10,98

Najwyzsze $rednie stezenie kwasu cytrynowego otrzymano pro-
wadzac hodowle Aspergillus niger wedtug wariantu nr 6 i wyniosto
66,37 g/dm’ (Tab. 3).

Przejscie po gradiencie charakteryzuje wyrazne maksimum. Uznano
wigce, ze dla badanych parametrow optymalizacja zostata zakonczona.

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzona optymalizacja pozwolita na maksymalizacjg efek-
tow fermentacji cytrynowej prowadzonej w podtozu z dodatkiem Tive-
enu 80. Srednie stezenie kwasu cytrynowego, w wariancie nr 6 eks-
perymentu gradientowego, bylo o 19,36 g/dm3 wyzsze od tego, ktore
dotyczyto hodowli prowadzonych wedtug warto$ci parametrow w cen-
tralnym punkcie planu czynnikowego.

Uzyskane wyniki pozwolity na ponowne zdefiniowanie sktadu pod-
toza hodowlanego i ustalenie warunkow procesowych dla otrzymania
korzystnych efektow fermentacji cytrynowej prowadzonej z udziatem
Aspergillus niger £.0581. Otrzymane rezultaty wykazaty, ze w odniesie-
niu do wyj$ciowych wartosci parametrow (centralny punkt planu X;) w
nowym podiozu nalezy zmniejszy¢ st¢zenie sacharozy oraz NH,NOs;.
Nalezy rowniez zwigkszy¢ stezenie Tweenu 80 i KH,PO, oraz obni-
zy¢ stezenie inicjalnego inokulum. Dla uzyskania pozadanych efektow
procesu biosyntezy nalezy rowniez minimalnie zwigkszy¢ poczatkowa
warto$¢ pH i wydhuzy¢ czas procesu do ok. 126 godzin.

Najwigksze Srednie stezenie kwasu cytrynowego dotyczyto hodow-
li o obnizonej w stosunku do hodowli wyjsciowych (centralny punkt
planu X;) zawarto$ci sacharozy w pozywkach (Tab. 3). Ze wzgledu na
ilo$¢, biaty cukier jest najdrozszym sktadnikiem uzytego medium ho-
dowlanego. Wyniki optymalizacji wykazaty, ze dla uzyskania najlep-
szych efektow fermentacji konieczne jest obnizenie zawarto$ci ww. cu-
kru w uzytym podtozu. Z ekonomicznego punktu widzenia zjawisko to
jest bardzo korzystne i moze mie¢ wptyw na obnizenie kosztow procesu
fermentacji cytrynowej prowadzonej z wykorzystaniem nowo zdefinio-
wanego podloza.

Uzyskane wyniki potwierdzity przydatno$é metody Boxa — Wilsona
dla maksymalizacji bioprodukcji kwasu cytrynowego we wglebnych
hodowlach grzybow plesniowych Aspergillus niger.
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