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Biotechnologiczne wytwarzanie kwasu bursztynowego

Wstep

Zainteresowanie produkcja kwasu bursztynowego ro$nie w ostatnich
latach ze wzgledu na mozliwo$¢ jego zastosowania do produkcji sur-
faktantow, detergentow, powtok elektrolitycznych, produktow spozyw-
czych, farmaceutykow, antybiotykow, aminokwasow i witamin [Lin
i inni, 2008]. Obecnie wigkszo$¢ kwasu bursztynowego dostgpnego
w handlu jest wytwarzana z gazolu lub ropy naftowej jako podstawowe-
go surowca [Song i inni, 2006]. Jednak kwas bursztynowy stosowany
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym oraz rolnictwie pochodzi
tylko z fermentacji mikrobiologiczne;.

Wiele gatunkow bakterii znalazto zastosowanie w wytwarzaniu kwa-
su bursztynowego. Do najwazniejszych z nich naleza [Song i inni, 2006,
Kurzrock i Weuster-Botz, 2010]:

— Anaerobiospirillum succiniciproducens,

— Actinobacillus succinogenes,

— Mannheimia succiniciproducens MBELS55E

— oraz zrekombinowane genetycznie szczepy Escherichia coli i Cory-
nebacterium glutamicum.

Fermentacja bursztynianowa zwiazana jest z wieloma problemami:
bakterie wytwarzaja trudne do oddzielenia produkty uboczne (kwas
octowy i mrowkowy), fermentacja jest hamowana przez substrat (stgze-
nie glukozy) i produkty.

Celem prezentowanej pracy byto podjecie proby modelowania pro-
cesu wytwarzania kwasu bursztynowego przez bakterie Actinobacillus
succinogenes 130Z. Przeprowadzono hodowle polciagle, a nastgpnie
na podstawie zebranych danych doswiadczalnych przeprowadzono
symulacjg procesu fermentacji wykorzystujac model wzrostu biomasy
uwzgledniajacy zaréwno inhibicjg substratowa, jak i inhibicj¢ produk-
tem.

Materiaty i metody

Mikroorganizmy: W badaniach wykorzystano szczep Actinobacillus
succinogenes 130Z (ATCC). Jako inokulum stosowano zawiesing mi-
kroorganizm6éw namnazana na podtozu rdézniacym si¢ od podtoza ho-
dowlanego stezeniem glukozy (2,5 g/L).

Poiywka: We wszystkich doswiadczeniach stosowano pozywke
o sktadzie:

glukoza — 10, 20 lub 50 g/L,

ekstrakt drozdzowy — 15 g/L,

K,HPO, -2 g/L,

NaH,PO,H,0 -1 g/L,

CaCl,yH,0 - 0,2 g/L,

MgCl,-H,0-0,2 g/L.

Hodowlg przeprowadzono w reaktorze BIOSTAT" B plus (Sartorius)
o objetosci 1 L. W trakcie hodowli odczyn pH 6,8 utrzymywano za
pomoca 20 % roztworu NaOH. Hodowlg prowadzono w temperaturze
38°C. Ze wzgledu na to, ze bakterie A.succinogenes prowadza fermen-
tacje kwasu bursztynowego w warunkach beztlenowych, hodowlg na-
sycano dwutlenkiem wegla.

Stezenie glukozy w pozywce mierzono metoda kolorymetryczna wy-
korzystujac gotowe testy analityczne firmy BioMaxima (nr katalogowy
1-033-0400)

Steienie kwasu bursztynowego w badanych probkach oznaczono
metoda HPLC wykorzystujac chromatograf firmy Varian. Uktad ana-
lityczny wyposazony byt w detektor RI (ProStar 355) i kolumng do
oznaczania kwasow organicznych (HyperREZ XP Organic acid column,

Thermo Electron Corporation, T = 50°C); szybko$¢ przeptywu eluentu
(0,0025M H,S0O,) wynosita 0,5 mL/min.

Steienie biomasy oznaczono metoda nefelometryczna. Przed wykona-
niem pomiaru probki pobrane z reaktora odwirowywano (20 min, 5000
obr/min), supernatant zlewano a biomasg¢ zawieszano w wodzie dejo-
nizowanej i doktadnie mieszano. Ekstynkcje zawiesiny biomasy mie-
rzono wobec wody dejonizowanej przy dlugosci fali 660 nm. Wynik
odczytywano ze sporzadzonej wezesniej krzywej wzorcowe;.

Wyniki doswiadczen

Objetos¢ poczatkowa pozywki w reaktorze wynosita 0,26 L. Stezenie
glukozy w momencie zaszczepienia wynosito 50 g/L. Pozywke szcze-
piono inokulum i pozostawiano na noc jako hodowlg okresowa w celu
namnozenia bakterii. Po tym czasie rozpoczynano dozowanie jatowej
pozywki. Hodowlg prowadzono przez 6 godzin pobierajac probke co
godzing. Po zakonczeniu dozowania zawarto$¢ reaktora pozostawiono
na noc w celu dalszego namnozenia biomasy. Kolejnego dnia, z reakto-
ra odpompowywano nadmiar brzeczki pozostawiajac ok. 0,3 L. Ta ob-
jetos¢ byla wykorzystana jako materiat do rozpoczgcia nowej hodowli
poiciaglej bez koniecznosci uzycia §wiezego inokulum (hodowle wielo-
krotne). Caty cykl powtarzano kilkukrotnie. Eksperymenty przeprowa-
dzono zmieniajac stezenie glukozy w dozowanej pozywce (10 g/L, 20
g/L) oraz zmieniajac szybko$¢ dozowania pozywki (0,025 L/h, 0, 030
L/h, 0,05 L/h).

Fermentacj¢ kwasu bursztynowego opisano wykorzystujac uktad
rownan bilansowych dla hodowli pélciagtej z zastosowaniem rownania
kinetycznego [Luedeking i Piret, 2000]:

— bilans biomasy

dX F

ar THX X M

— bilans produktu
dap _ _E 2
4 = GHX DX - 5P 2

— bilans substratu

s _ F 1 1

W=7(SF—S)—Y—XS,UX—WS(aﬂX+bX)—mX 3)

— bilans objgtosci:
@ @

gdzie:
a —wspdtczynnik empiryczny [-]
b —wspotczynnik empiryczny [1/h]
F —szybkos¢ dozowania pozywki [L/h]
K; —stata inhibicji substratem [g/L]
K —stata nasycenia [g/L]
K —stata inhibicji produktem [g/L]
m —wspolczynnik przemiany podstawowej [1/h]
P —stezenie kwasu bursztynowego [g/L]
S —stezenie glukozy [g/L]
Sy —stezenie glukozy w pozywce dozowanej do reaktora [g/L]
t —czas hodowli [h]
V' —objetos¢ hodowli [L]
X —stgzenie biomasy [g/L]
Yps —wspotczynnik wydajnosci produktu wzglgdem substratu
[g kwasu / g glukozy]
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Yy —wspotczynnik wydajnosci biomasy wzglgdem substratu
[g s.m./g glukozy];
n—wlasciwa szybko$¢ wzrostu biomasy [1/h]

Wzrost bakterii jest hamowany zardwno przez wysokie stgzenie glu-
kozy jak i przez wysokie stgzenie kwasu bursztynowego. p przedsta-
wiono wykorzystujac model Zinesa-Rogera opisujacy hamowanie pro-
duktem i1 wzbogacono go o czlon uwzgledniajacy hamowanie wzrostu
substratem ( analogicznie jak w rownaniu Andrewsa):

—dlaP <K,
maxS
KS+S+7,~
—dlaP>K,
u=0 (6)

Umax — Maksymalna wiasciwa szybko$¢ wzrostu biomasy [1/h]

We wszystkich przypadkach model dobrze opisuje dane eksperymen-
talne. Nieznacznie gorsze dopasowanie uzyskano w hodowlach prowa-
dzonych przy wigkszym stgzeniu glukozy (hodowla nr 4).
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45 o A clukoza
¥ * kwas bursztynowy

stezenie [g/'L]

4

czas hodowli [h]

Rys. 1. Zmiany stgzenia biomasy, glukozy i kwasu bursztynowego; nat¢zenie dozowa-
nia substratu — 0,025 L/h, stezenie substratu 10 g/L
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Rys. 2. Zmiany stgzenia biomasy, glukozy i kwasu bursztynowego; natgzenie dozowa-
nia substratu — 0,030 L/h, st¢zenie glukozy 10 g/L

Dla kazdej hodowli wyznaczono takze parametry kinetyczne modelu
(m, a, b, K, K, K;). Srednie wartosci (+SD) tych parametroéw przyjmuja
nastgpujace wartosci:

m=0 1/h,

b=0 1/h,

K¢=5,9 g/L (0,9 g/L),

Kp=32,8 g/L (2,0 g/L),

K;=100,3 g/L (10,9 g/L).

Nie wyznaczono wartoséci $redniej wspotczynnika empirycznego a,
gdyz jego warto$¢ miesci si¢ w dwoch przedziatach liczbowych: 2,1—
5,2 oraz 29,1-35,4 [-] i taka rozbiezno$¢ wymaga przeprowadzenia
dalszych badan. Zerowa warto$¢ wspotczynnika m wskazuje, ze w wa-
runkach prowadzonych hodowli poélciagtych przemiana podstawowa
nie odgrywa roli, to znaczy, ze i10$¢ substratu zuzywanego w przemia-
nie podstawowej byta duzo mniejsza niz ilo§¢ substratu zuzywanego
w pozostatych przemianach. Natomiast zerowa warto$¢ wspotczynnika
empirycznego b §wiadczy o tym, ze kwas bursztynowy byt wytwarzany
gtownie w trakcie wzrostu biomasy.

Wspolezynnik inhibicji Kp odpowiada stgzeniu kwasu bursztynowe-
g0, przy ktorym obserwujemy inhibicj¢ produktem. Wyznaczona w pra-
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Rys. 3. Zmiany stgzenia biomasy, glukozy i kwasu bursztynowego; nat¢zenie dozowa-
nia substratu - 0,050 L/h, stgzenie glukozy — 10 g/L
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Rys. 4. Zmiany st¢zenia biomasy, glukozy i kwasu bursztynowego; natgzenie dozowa-
nia substratu — 0,025 L/h, stezenie substratu — 20 g/L
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cy warto$¢ Kp wynosi 32,8 g/L. Wedtug pracy [Guettler i inni, 1996]
wzrost bakterii 4.succinogenes odnotowano przy stezeniu 96 g/L bursz-
tynianu sodu lub 130 g/L bursztynianu magnezu. Oszacowana warto$¢
parametru wskazywataby, ze bakterie wykorzystane w badaniach maja
znacznie mniejsza odporno$é na kwas bursztynowy niz podaje litera-
tura.

Wyznaczone na podstawie danych doswiadczalnych wspoétczynnik
wydajnosci biomasy wzglgdem substratu przyjmuje wartosci w prze-
dziale 0,20-0,26 g s.m./g glukozy. Sa to warto$ci zgodne z danymi lite-
raturowymi (0,16-0,30 g s.m./g [Corona-Gonzalez i inni, 2008].

Wspotczynnik wydajnosci bursztynianu wzgledem substratu przyj-
mowat wartosci 0,67-0,71 g kwasu/g glukozy 1 jest zgodny z danymi
literaturowymi (0,68-0,87 g/g [Guettler i inni, 1996]).

Podsumowanie i wnioski

Kwas bursztynowy jest cennym produktem ze wzgledu na jego wy-
korzystanie w wielu galeziach przemystu. Znajomo$¢ kinetyki procesu
wytwarzania kwasu bursztynowego jest niezbgdna dla projektowania
instalacji przemystowe;.

W pracy podjeto probe modelowania fermentacji bursztynianowe;j
prowadzonej przy uzyciu bakterii A.succinogenes 130Z oraz probe
modelowania pracy reaktora pétciaglego za pomoca zaproponowanego
modelu wzrostu biomasy, asymilacji glukozy i produkcji kwasu bursz-
tynowego.

Wiasciwa szybko$¢ wzrostu p opisano modelem, w ktorym potaczo-
no roéwnanie Zinesa-Rogera na inhibicj¢ produktem i rbwnanie Andrew-

sa na inhibicj¢ substratem. Do opisu szybkos$ci wytwarzania produktu
wykorzystano roéwnanie Luedekinga-Pireta.

Zaproponowany model kinetyczny dobrze opisuje fermentacjg bursz-
tynowa.
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