ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2011, 1 (74), 165 — 172
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WPLYW MAKROELEMENTOW NA PROCES BIOSYNTEZY KWASU
SZCZAWIOWEGO Z GLICEROLU PRZEZ ASPERGILLUS NIGER

Streszczenie

Kwas szczawiowy jest najprostszym organicznym kwasem dikarboksylowym. Réwnoczesnie jest to
bardzo rozpowszechniony kwas roslinny. Pomimo swoich toksycznych wiasciwosci stosowany jest
w produkcji zywnosci jako: inhibitor enzymatycznego brazowienia owocow, stabilizator poprawiajacy
zapach produktow spozywczych i czynnik klarujacy. Ze wzglgdu na zwigkszajace si¢ ilosci odpadowego
glicerolu, powstajacego w produkcji biodiesla, nasilaja si¢ badania dotyczace wykorzystania go jako
zroda wegla w procesach biotechnologicznych.

Celem pracy bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania glicerolu jako zrodta wegla i energii w proce-
sie biosyntezy kwasu szczawiowego przez szczep Aspergillus niger W78C w hodowlach wstrzasanych
oraz ustalenie optymalnego st¢zenia makroelementow w podtozu stosowanym w tym procesie.

Glicerol w procesie biosyntezy kwasu szczawiowego okazat si¢ dobrym zrodtem wegla i energii. Naj-
lepsze wyniki bioprocesu — ponad 43 g dm™ kwasu szczawiowego — uzyskano w wariancie z podtozem
zawierajacym: 1,30 g dm™ NH,NO;, i po03¢g dm? KH,PO, i MgSO,-7H,0. Brak fosforu w podtozu byt
czynnikiem krytycznym wzrostu biomasy, co znaczaco ograniczato syntez¢ kwasu szczawiowego. Istot-
nym skladnikiem podtoza byt takze azot. Hodowla realizowana w wariancie ze zbyt matym st¢zeniem
tego pierwiastka (0,12 g NH4;NO; dm'3) charakteryzowata si¢ stabym wzrostem biomasy i niskimi warto-
$ciami stezenia produktu. Obecnos¢ soli magnezu nie byta krytyczna dla przebiegu procesu. Brak dodatku
do podtoza tego sktadnika ograniczat przyrost produktu o okoto 2 g dm™.

Stowa kluczowe: kwas szczawiowy, Aspergillus niger, biosynteza, glicerol, biodiesel

Wprowadzenie

Kwas szczawiowy jest najprostszym organicznym kwasem dikarboksylowym,
jednym z najbardziej rozpowszechnionych kwasow roslinnych. Sktada si¢ z dwoch
bezposrednio ze soba potaczonych grup karboksylowych, z czego wynikaja jego
szczegolne wlasciwosci fizykochemiczne, m.in. wlasciwosci redukujace, nietrwatos¢
termiczna, kompleksowanie jonow metali, np. Zelaza, aluminium, litu [8]. Jego zasto-
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sowanie jest dosy¢ szerokie. W produkcji zywnosci stosowany jest jako: inhibitor en-
zymatycznego brazowienia owocoOw, stabilizator poprawiajacy zapach produktow spo-
zywcezych i czynnik klarujacy [16].

Kwas szczawiowy jest produktem ubocznym w procesie biosyntezy kwasu cytry-
nowego przez Aspergillus niger. Pierwsze proby okreslenia warunkéw 1 mechanizmow
formowania tego kwasu, jako metabolitu A. niger, podjeli Bomstein, Cleland i Johnson
[3, 5]. Sktad medium hodowlanego przez nich zaproponowany zostatl opracowany na
podstawie sktadu podtoza stosowanego do biosyntezy kwasu cytrynowego [19]. Auto-
rzy ci przebadali wptyw podstawowych mikro- oraz makroelementow i stwierdzili, ze
do biosyntezy kwasow organicznych przez Aspergillus niger, oprocz zrodta wegla,
niezbedne sa sole zawierajace azot, fosfor, magnez, cynk i zelazo.

Obok tradycyjnych, stosowanych w syntezie mikrobiologicznej, substratow w ro-
dzaju cukru biatego, skrobi, syropow glukozowych, hydrolu glukozowego, czy melasy
[7, 10, 11, 12, 16] pojawiaja si¢ nowe niekonwencjonalne zrédta wegla i energii.
Ostatnio duze zainteresowanie badaczy wzbudza glicerol, co wynika z rosnacego pro-
blemu zagospodarowania odpadowej gliceryny powstajacej w procesie produkcji bio-
diesla [1, 14, 18]. Ustawa o biokomponentach i biopaliwach ciektych [21] wprowadzo-
no od 2007 r. obowiazek ich stosowania, a zgodnie z rozporzadzeniem Rady Ministrow
w tej sprawie [17] i Dyrektywa UE [6], dodatek biokomponentow do paliw powinien
wzrasta¢ do 7,1 % w 2013 r. 1 do 20 % w 2020 r. [22]. Prognozuje si¢ wigc, ze ilos¢
powstajacego odpadowego glicerolu przekroczy jego rynkowe zapotrzebowanie [10],
a problemy z jego zagospodarowaniem wplyng na ekonomiczno$¢ produkcji tego bio-
paliwa [18, 20].

Celem pracy bylto okreslenie mozliwo$ci wykorzystania glicerolu jako jedynego
zrodta wegla 1 energii w procesie biosyntezy kwasu szczawiowego przez szczep
Aspergillus niger W78C w hodowlach wstrzasanych oraz ustalenie optymalnego st¢ze-
nia makroelementéw w podtozu stosowanym w tym procesie.

Material i metody badan

W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger W78C pochodzacy z kolekcji
Instytutu Chemii i Technologii Zywnosci Uniwersytetu Ekonomicznego we Wrocta-
wiu.

Hodowle prowadzono na podtozach syntetycznych z glicerolem (99,5 %), roz-
cienczonym woda wodociagowa do stezenia 150 g-dm™. Podloza uzupetiano zroédtami
makroelementow w postaci: NH4;NO;3;, KH,PO, i MgSO,4-7H,0. Odczyn podtozy usta-
lano kwasem mineralnym na poziomie 6,0 jednostek pH. Hodowle prowadzono przez
20 dni w temp. 30 °C, w kolbach o pojemnosci 750 cm® wypetnionych 125 cm® podto-
za, umieszczonych na wstrzasarce posuwisto-zwrotnej o czgstotliwosci 148 ruchow
min™ i amplitudzie 3,5 cm.
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Sktad chemiczny podtozy zastosowanych w procesie biosyntezy kwasu szcza-
wiowego (tab. 1) byt modyfikacja podtoza zaproponowanego przez Bomstein, Cleland
i Johnson [3, 5]. Zastgpujac wodg destylowana woda wodociagowa, ktora zawiera wy-
starczajaca ilo$¢ mikroelementéw, mozna byto pominaé dodatki soli cynku i zelaza
oraz innych mikroelementow [7, 11, 15]. Zamiast szeroko stosowanych weglowoda-
néw, jako zrodla wegla i energii, do biosyntezy kwasu szczawiowego [2, 4, 7, 12, 13,
16] zastosowano glicerol.

Tabela 1
Sktad podtozy hodowlanych.
Composition of culture media.
Wariant nr ) ) Makroelementy w podtozu [g-dm™]
) Opis wariantow . . 3
Variant e . Macro-elements in medium [g-dm™]
Description of variants
No. NH,HO; KH,PO, MgSO,-7H,0

1 0,60 0,10 0,10

2 0,60 0,10 0,50

3 0,60 0,50 0,10

4 punkty czynnikowe 0,60 0,50 0,50

5 factorial points 2,00 0,10 0,10

6 2,00 0,10 0,50

7 2,00 0,50 0,10

8 2,00 0,50 0,50

9 0,12 0,30 0,30

10 2,48 0,30 0,30

11 punkty gwiezdne 1,30 0,00 0,30

12 star points 1,30 0,64 0,30

13 1,30 0,30 0,00

14 1,30 0,30 0,64

15 punkty centralne 1,30 0,30 0,30

16 center points 1,30 0,30 0,30

Zrodto:/ Source: Badania whasne / The authors’ own study

Kwasy organiczne oznaczano za pomoca wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej HPLC (Perkin Elmer) przy uzyciu kolumny Aminex HPX-87H (Bio-Rad Lab.,
Richmond, Calif., USA) oraz detektora UV/VIS o dtugosci fali 210 nm (Perkin Elmer).
Faza mobilna byt 5 mM H,SO,. Szybkos¢ przeplywu wynosita 0,6 cm’min™, a temp.
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20 °C. Stgzenie biomasy oznaczano przez odfiltrowanie i suszenie w temp. 105 °C do
stalej masy.

Do planowania wariantow badawczych zastosowano statystyczng metodg opty-
malizacji eksperymentéw w postaci centralnego planu kompozycyjnego Boxa-Wilsona
[7]. Optymalizowano stgzenie makroelementow w postaci soli: NH4NO;, KH,POy,,
MgS0,-7H,0, bedacych zroédtem azotu, fosforu i magnezu. Do opracowania wynikow
stosowano system analizy danych Statistica, wersja 9 StatSoft, Inc., 2009.

Whiyniki i dyskusja

W tab. 2. przedstawiono wyniki uzyskane w poszczegolnych wariantach hodow-
lanych. Otrzymane warto$ci rzeczywistego stezenia produktu pozwalaja na opisanie
procesu nastgpujacym rownaniem kwadratowym:

[OA] = 4,6 + 36,2[N] — 17,0[N]* + 56,8[P] — 95,4[P]* * 21,4[Mg] + 32[Mg]* +
15,6[N][P] - 2,2[N][Mg] - 67,9[P][Mg],
gdzie nawiasy oznaczaja stezenie produktu oraz makroelementow w podiozu w [g-dm™].

Na podstawie powyzszego rownania opisujacego zaleznosci pomiedzy sktadni-
kami podloza a ilo$cig uzyskanego produktu mozna obliczy¢ wartosci stgzenia kwasu
szczawiowego, ktore teoretycznie powinno si¢ uzyska¢ w poszczegdlnych wariantach
hodowlanych (tab. 2 — kwas szczawiowy, warto$ci spodziewane).

Najwigksze stezenie produktu (43,2 g-dm™) uzyskano w wariancie 16. hodowli w
podtozu o sktadzie: NH,NO; 1,3 g-dm™, KH,PO, 0,3 g:dm™, MgSO,-7H,0 0,3 g-dm™.
Warto$¢ spodziewana stgzenia kwasu szczawiowego w tym wariancie wyniosta
37,3 g-dm™. Wynik rzeczywisty procesu roznit si¢ od spodziewanego o okoto 6 g-dm™.
Wysokie rzeczywiste stezenie produktu uzyskano rowniez w wariancie 2. (42,6 g-dm™)
(NH4,NO; 0,6 g-dm™, KH,PO, 0,1 g-dm™~, MgSO47H,0 0,5 g-dm™). Jednak wynik ten
byl obarczony bledem i zgodnie z modelem statystycznym ilo$¢ kwasu szczawiowego
w tym podtozu powinna wynies¢ 33,4 g-dm™.

Interesujaca jest analiza efektow niedoborow makroelementow w podtozu i wnio-
skow wynikajacych z modelu matematycznego. W wariancie 11. hodowli, charaktery-
zujacym si¢ brakiem dodatku fosforu do podtoza, nastapit staby rozwoj grzybni, co
w konsekwencji spowodowato mata szybkos$¢ i ilo§¢ tworzonego metabolitu. Koncowe
stezenie kwasu szczawiowego wyniosto 9,9 g:dm”. Wynik ten zostal przez model
uznany za bledny. Warto$¢ spodziewana st¢zenia produktu ksztattowata si¢ bowiem na
poziomie 28,9 g-dm™. Zatem rdznica miedzy warto$cia uzyskana a spodziewana byta
bardzo wysoka i wyniosta 19 g-dm™. Powtorzenie eksperymentéw z podtozami przed-
stawionymi w tab. 1. potwierdzilo poziom uzyskanych i przedstawionych w tab. 2.
warto$ci rzeczywistych st¢zenia produktu, dokumentujac tym samym, ze obecnos$é
fosforu w podtozu jest czynnikiem krytycznym efektywnosci przebiegu catego procesu

[9].
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Tabela 2
Wyniki procesu biosyntezy kwasu szczawiowego z poszczegolnych wariantdéw hodowlanych.
Results of oxalic acid biosynthesis from individual variants of culture media.
Kwas cytrynowy (CA)
Wariant | Kwas szczawiowy (OA) [g-dm™] [g-dm™] Homofe}ﬁ,nentaty- .
Variant Oxalic acid (OA) [g-dm™] Citric acid (CA) Wnosc %] . B 10ma_§a
e dm'3] Chemical selectivity [g-dm ]
[%] Biomass
Nr otrzyman | spod- réznica otrzymane OA - 100/ (OA + [g:dm?]
No. ¢ zlewane difference obtained CA)
obtained | expected

1 34,5 27,3 7,2 16,3 67,9 7,5

2 42,6 334 9,2 22,9 65,0 7,5

3 25,4 28,1 -2,8 6,5 79,6 10,3

4 11,0 23,4 12,4 5.0 68,7 8,2

5 25,5 18,1 7.4 42,2 37,7 10,6

6 27,0 23,0 4,0 39,9 40,4 11,1

7 19,8 27,7 -8,0 23,6 45,6 15,5

8 15,7 21,7 -6,0 13,7 53,4 21,4

9 10,6 18,3 -1,7 8,7 54,9 2,5

10 11,3 9,2 2,1 20,1 35,9 22,0

11 9,9 28,9 -19,0 0,0 100,0 0,1

12 39,2 26,1 13,1 21,9 64,2 14,2

13 35,6 37,6 -2,0 22,5 61,3 10,8

14 37,5 37,7 -0,3 18,2 67,3 13,4

15 35,4 37,3 -2,0 20,0 63,9 12,2

16 43,2 37,3 59 25,9 62,5 11,5

Zrédto:/ Source: Badania whasne / The authors’ own study

Istotnym sktadnikiem podtoza byl azot. Jego stgzenie wptywato na ilo$¢ syntezo-
wanej biomasy i ilo§¢ tworzonego produktu. W przypadku niedoboru tego pierwiastka
wystepowat niedostateczny wzrost grzybni (2,5 g-dm™), natomiast w sytuacji nadwyzki
stezenia w stosunku do zapotrzebowania, stgzenie biomasy osiagalo wartosci maksy-
malne réowne 22,0 g-dm”. W wariantach hodowlanych z mata (0,12 g-dm™) i duza
(2,48 g-dm™) poczatkowa zawartoscia NH,NO; (warianty 9. i 10.) rzeczywiste stezenie
produktu byto okoto 4-krotnie mniejsze (odpowiednio 10,6 i 11,3 g-dm™) niz stezenie
maksymalne (43,2 g-dm™) uzyskane w procesie, w ktorym stezenie poczatkowe
NH,NO; wynosito 1,3 g-dm™.

Obecnos$¢ soli magnezu nie wptywala w istotny sposob na wyniki biosyntezy (wa-
riant 13. i 14.). Brak tego skladnika w podlozu ograniczyl przyrost produktu




170 Ewa Walaszczyk, Waldemar Podgorski, Dominik Marzec

01,9 g«dm>, a wigc w zakresie bledu statystycznego zastosowanej metody. Model
statystyczny rowniez nie wskazal na istotnos¢ tego makroelementu w kontekscie nad-
produkcji kwasu szczawiowego, a wartosci spodziewane w obu wariantach podtoza
byty bardzo zblizone do siebie i do ilo$ci rzeczywiscie uzyskanych.

W trakcie hodowli tworzyly si¢ takze znaczne ilosci produktu ubocznego, jakim
byt kwas cytrynowy (tab. 2). W kilku wariantach stezenie tego metabolitu przewyzsza-
o nawet stgzenie produktu gldwnego (warianty 5, 6, 7, 10). Jedynie w wariancie 11.,
charakteryzujacym si¢ brakiem fosforu, kwas cytrynowy nie tworzyt si¢ w ogole.

Przedstawione w pracy uzyskane warto$ci st¢zenia kwasu szczawiowego sa wyz-
sze niz uzyskane przez innych autoréw wykorzystujacych w badaniach technik¢ ho-
dowli wstrzasanej i stosujacych surowce weglowodanowe. Camaselle i wsp. [4] oraz
Bohlmann i wsp. [2] po 10 dniach hodowli Aspergillus niger uzyskali odpowiednio
27,2 g-dm™ kwasu szczawiowego z sacharozy oraz 21,3 g-dm™ z serwatki, natomiast
Madal i Banerjee [13] 20,6 g-dm™ z glukozy po 9 dniach hodowli.

Uzyskana w niniejszej pracy iloé¢ kwasu szczawiowego (43 g-dm™) w podiozu
z glicerolem byta jednak mniejsza niz otrzymana przez nich w eksperymentach z uzy-
ciem cukru biatego, w ktorych maksymalna ilo$é¢ produktu wyniosta 65 g-dm™ przy
wyzszym wspotczynniku homofermentatywnosci catego procesu [7].

Przeprowadzone badania pozwalaja na stwierdzenie, ze glicerol moze by¢ poten-
cjalnym zrédlem wegla i energii w procesach biotechnologicznych, stwarzajac mozli-
wos¢ zagospodarowania wigkszej ilo§ci powstajacego odpadu z produkcji biopaliw.

Uzyskane wyniki wskazuja takze na potrzebe analizy i weryfikacji wnioskow su-
gerowanych przez stosowane w planowaniu eksperymentéw metody statystyczne. Mo-
del matematyczny nie zawsze doktadnie opisuje rzeczywisto$¢ i odzwierciedla skom-
plikowane procesy metaboliczne hodowanych drobnoustrojéw. Wartosci stezenia pro-
duktu uzyskane w niniejszej pracy w podtozu, w ktorym wystapito znaczne ogranicze-
nie jednego z krytycznych dla biosyntezy kwasu szczawiowego sktadnikéw, zostat
uznany przez model za btedny. Powtérzenie wykonanych eksperymentéw potwierdzito
jednak poziom otrzymanych warto$ci rzeczywistych testowanego parametru.

Whioski

1. Glicerol byl dobrym zrédtem wegla i energii dla szczepu Aspergillus niger W78C,
stosowanym w procesie biosyntezy kwasu szczawiowego metoda hodowli wstrza-
sanej.

2. Najwicksze stezenie produktu (43,2 gdm™) uzyskano w podlozu hodowlanym
o sktadzie: 1,30 gdm® NH4NO;, 0,3 g:dm™ KH,PO, i 0,3 g:dm™ MgSO,47H,0.
Zrédtem mikroelementéw byta natomiast woda wodociagowa.

3. Azot byl istotnym skladnikiem podtoza wpltywajacym na efektywno$¢ procesu
biosyntezy kwasu szczawiowego. W wariancie ze zbyt niskim st¢zeniem tego ma-
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kroelementu (0,12 g NH,NO; -dm™) obserwowano staby wzrost grzybni i niskie
stezenia produktu. Zbyt wysokie stezenie NH,NO; (2,48 g-dm™) powodowato na-
tomiast nadmierny przyrost biomasy, ograniczajac tym samym ilo$¢ wytworzone-
go kwasu szczawiowego.

4. Obecnos¢ fosforu w podlozu byta krytyczna dla wzrostu grzybni, co w konse-
kwencji ograniczato takze ilo$¢ uzyskiwanego produktu.

5. Brak magnezu nie byl natomiast istotny dla przebiegu procesu. Jednakze jego
obecnos¢ w podtozu sprzyjata przyrostowi produktu o 1,9 g-dm™.
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IMPACT OF MACRO-ELEMENTS ON OXALIC ACID BIOSYNTHESIS PROCESS BY
ASPERGILLUS NIGER WITH GLICEROL

Summary

Oxalic acid is the simplest organic dicarboxylic acid. At the same time, it is a very common plant acid.
Despite its toxic properties, it is used in the food industry as an agent to inhibit enzymatic browning of
fruits, as a stabilizer to improve the aroma of food products, and as a clarification agent. Owing to the
increasing amounts of waste glycerol produced during the production of bio-diesel, there are more and
more researches into the application of this waste product as a source of carbon in biotechnological proc-
esses.

The objective of this paper was to study the possibility of utilizing glycerol as a source of carbon and
energy in the oxalic acid biosynthesis process by Aspergillus niger W78C in the shaking flasks-based
cultures, as well as to determine the optimum concentration of macro-elements in the medium applied in
the process.

In the biosynthesis process, glycerol appeared to be a good source of carbon and energy in the bio-
production of oxalic acid. The best bioprocess results, more than 43 g dm™ of oxalic acid, were obtained in
the variant of the medium containing: 1.30 g dm™ NH4NO;, and 0.3 g dm of KH,PO, and MgSO,7H,0.
The lack of phosphorus in the medium was a critical factor as regards the growth of biomass, and this fact
significantly limited the production of oxalic acid. Nitrogen was found to be, also, an important compo-
nent of the medium. The culture developed in the variant with a too low concentration level of this ele-
ment (0.12 g NH,NO; dm™) was characterized by a low growth level of biomass and by low values of the
product concentration. The presence of magnesium salt was not critical for the process to run. The lack of
this component limited the increase in the growth of this product by ca. 2 g dm™.
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