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Wstep

Mamy zaszczyt przedstawi¢ Panstwu publikacje, ktora jest efektem II Ogdlnopol-
skiej Konferencji Mtodych Naukowcow Nauk Przyrodniczych ,,Wkraczajac w $wiat
nauki 20157, ktéra si¢ obyta w dniach 10-11 wrze$nia 2015 r. na Wydziale Inzynie-
ryjno-Ekonomicznym Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu. Organizatorem
konferencji jest Katedra Inzynierii Bioprocesowej, aktywnie wspierana przez afi-
liowane przy niej Koto Naukowe Mtodych Inzynierow, oraz Akademickie Centrum
Badan i Rozwoju BioR&D.

Goscilismy ponad 100 przedstawicieli z 30 jednostek naukowych z catego kraju.
Wystuchali$my ponad 60 referatow oraz zobaczylismy 80 posterow. Duze zaintereso-
wanie konferencja §wiadczy o tym, jak bardzo takie inicjatywy sg potrzebne w gronie
mtodych adeptow nauki. Mamy to szcze$cie, ze mtodzi pracownicy nauki zechcieli
si¢ podzieli¢ z nami swoimi pasjami naukowymi. Wierzymy, ze takie inicjatywy sg
potrzebne, a $wiadczy¢é moze o tym liczba uczestnikow. Ufamy, ze nasze spotkanie
bylo doskonata ptaszczyzng do wymiany pogladow na temat zagadnien dotyczacych
bioekonomii, zwigzanych z badaniami podejmowanymi przez studentow i dokto-
rantow. Mamy nadzieje, ze w ten sposob zachecimy mtodych pracownikow nauki
do podejmowania wyzwan i rozwijania pasji naukowych i ze nawigzane znajomosci
zaprocentujag w przyszto$ci wspotpracg naukowa miedzy mtodymi pracownikami,
a co za tym idzie, migdzy uczelniami i osrodkami akademickimi. Zalezy nam na tym,
zeby studenci jak najwcze$niej wchodzili w $wiat nauki, a uczestnictwo w konferencji
1 mozliwos$¢ publikacji byty ich pierwszym krokiem i doskonala okazja, by zaistnie¢
w $wiecie naukowym.

Efektem finalnym konferencji jest niniejsza publikacja zawierajaca zbidr inte-
resujacych, a zarazem réznorodnych artykutow naukowych poruszajacych rozmaite
zagadnienia 1 problemy z obszaru nauk przyrodniczych i bioekonomii.

Sktadamy podzigkowania wszystkim, ktorzy przyczynili si¢ do powstania ni-
niejszej publikacji. Uczestnikom konferencji i autorom publikacji zyczymy wielu
sukcesow naukowych.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego
Matgorzata Krzywonos
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Streszczenie: Celem pracy byl dobor szczepu Aspergillus niger w procesie biosyntezy kwa-
su szczawiowego metoda okresowej hodowli wgtebnej w podtozu z sacharoza jako zréodtem
wegla. W badaniach stosowano piec¢ szczepow A. niger: S, X, W78B, W78C i C12. Hodow-
le prowadzono w podlozu syntetycznym, w ktorym sacharoze rozcienczano woda wodo-
ciggowa do stezenia 150 g dm. Badania prowadzono na wstrzasarce posuwisto-zwrotnej
w temperaturze 30°C. Odczyn podtoza ustalano i regulowano na poziomie 6. Jako kryterium
przydatnosci szczepu do procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przyjeto wspotczynnik
homofermentatywnosci. Najwyzsza warto$¢ tego parametru: 69,8% uzyskano w hodowli ze
szczepem W78C, w ktdrej maksymalne stezenie kwasu szczawiowego wyniosto 33,5 g dm?,
szybko$¢ tworzenia produktu 2,39 g dm™ d”', a wydajno$¢ substratowa 22,3%. W przypadku
pozostatych szczepow wspotczynnik homofermentatywnos$ci procesu przyjmowat wartosci
w zakresie 46,5-60,9%.

Stowa kluczowe: kwas szczawiowy, biosynteza, Aspergillus niger, sacharoza, dobor szczepu.

Summary: The aim of the work was to select Aspergillus niger strain for oxalic acid
biosynthesis in periodic submerged culture with sucrose as carbon source. There were
five A. niger strains tested: S, X, W78B, W78C and C12 in synthetic medium containing
sucrose in concentration of 150 g dm™ diluted with tap water. Cultivations were conducted
on a shaker in 30°C. Medium pH was regulated at 6. The main parameter of strain selection
was chemical selectivity of the process. The highest value of this parameter, 69.8%, was
obtained in cultivation with strain W78C, where final oxalic acid concentration was
33.5 g dm?, volumetric rate of product formation 2.39 g dm? d”', and substrat yield 22.3%.
Chemicalselectivityinprocesses withotherstrainswasbetween46.5-60.9%.Inconclusion, strain
A. niger W78C was recognised as the best for oxalic acid biosynthesis from sucrose.

Keywords: oxalic acid, biosynthesis, Aspergillus niger, sucrose, strain selection.



134 Ewa Walaszczyk, Waldemar Podgorski, Elzbieta Gasiorek

1. Wstep

Kwas szczawiowy (oxalic acid), inaczej kwas etanodiowy, jest pierwszym w sze-
regu homologicznym alifatycznym nasyconym kwasem dikarboksylowym, sktada-
jacym sie¢ z dwoch bezposrednio ze soba polaczonych grup karboksylowych. Jest
szeroko rozpowszechniony w §wiecie roslinnym i zwierzecym, praktycznie zawsze
w postaci soli potasu, sodu, wapnia, magnezu lub zelaza [Sawada, Murakami 2000;
Riemenschneider, Tanifuji 2003].

Kwas szczawiowy znajduje zastosowanie w wielu galeziach przemystu, zwlaszcza
w przemys$le farmaceutycznym, metalurgicznym, produkcji pierwiastkow ziem rzad-
kich, przemysle chemicznym i widkienniczym [Sawada, Murakami 2000]. Zwicksza
si¢ tez zainteresowanie jego zastosowaniem w produkcji zywnosci [Zheng i in. 2012a;
2012b; Huang iin. 2013; Jiniin. 2014; Liiin. 2014; Martinez-Espla i in. 2014; Ruiz-
-Jimenez i in. 2014].

Obecnie na skale przemystowg kwas szczawiowy wytwarzany jest jedynie me-
todami chemicznymi, ktorym towarzyszy generowanie duzej ilosci odpadoéw [Rie-
menschneider, Tanifuji 2003]. Mozliwe jest takze jego otrzymywanie na drodze bio-
logicznej, gdyz kwas ten jest metabolitem wtéornym wielu gatunkdéw drobnoustrojow.
Za najlepszego producenta kwasu szczawiowego uznawane sg grzyby strzepkowe
z gatunku Aspergillus niger, ktore syntezuja go w podtozu o odczynie bliskim neutral-
nemu [Strasser, Burgstaller, Schinner 1994; Ruijter, Vondervoort, Visser 1999; Forys,
Podgorski 2004; Musiat, Rymowicz, Witkowska 2008]. Uznaje si¢, ze wydzielanie
tego mocnego kwasu jest odpowiedzig na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe by-
towania drobnoustrojow i stuzy szybkiemu obnizeniu pH, co ma na celu ograniczenie
rozwoju konkurencyjnej mikroflory, szczegodlnie bakteryjnej [Andersen, Lehmann,
Nielsen 2009; Poulsen i in. 2012]. W pH powyzej 4 nastepuje wzrost aktywnosci hy-
drolazy szczawiooctanowej, enzymu odpowiedzialnego za rozklad szczawiooctanu na
szczawian i octan. Proces ten zachodzi w cytoplazmie komorek 4. niger, a powstajacy
kwas szczawiowy, jako substancja toksyczna, jest usuwany poza komorke [Kubicek
iin. 1988; Ruijter, Vondervoort, Visser 1999; Gadd i in. 2014].

W ramach niniejszej pracy proces biosyntezy kwasu szczawiowego prowadzono
metodg wgtebnej hodowli okresowej w podtozu z sacharozg. Celem pracy byt dobor
szczepu Aspergillus niger w tym procesie.

2. Materialy i metody

Drobnoustroje. W badaniach stosowano pi¢¢ szczepow A. niger: S, X, W78B,
W78C oraz C12, pochodzacych z kolekcji czystych kultur Instytutu Chemii i Technolo-
gii Zywnosci Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroclawiu. Szczepy przechowywano
na shupkach ziemniaczanych w temperaturze 4-5°C i pasazowano co sze$¢ miesiecy.

Podloze i warunki hodowli. Zrodtem wegla dla drobnoustrojow byta sacharoza
w postaci cukru biatego, rozcieniczona woda wodociggowa do stezenia 150 g dm?.
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Podtoze uzupetniano Zroédtami makroelementow w ilosci [g dm?]: NH,NO, 0,6;
KH,PO, 0,2; MgSO,-7H,0 0,2.

Proces prowadzono w temperaturze 30°C w kolbach o pojemnosci 750 cm?® wypet-
nionych 125 cm® podtoza, umieszczonych na wstrzasarce posuwisto-zwrotnej o cze-
stotliwosci 150 ruchéw min'. Moment zakonczenia procesu ustalano na podstawie
braku przyrostu wartosci kwasowosci ogdlnej mierzonej poprzez miareczkowanie
2 cm?® ptynu hodowlanego za pomoca 0,1 M KOH. Odczyn podtoza ustalano na po-
ziomie 6 i regulowano za pomocg 8 N KOH od 6 dnia procesu.

Metody analityczne. Stezenie kwaséw organicznych i cukréw oznaczano me-
todg HPLC (Perkin Elmer) przy uzyciu kolumny Aminex HPX-87H (Bio-Rad) oraz
detektorow RI1 UV/VIS o dtugosci fali 210 nm (Perkin Elmer). Faza mobilng byt
5 mM H,SO,. Szybkos¢ przeptywu wynosita 0,6 cm*® min'. Oznaczenia wykony-
wano w temperaturze pokojowej. Zawartos¢ suchej substancji grzybni oznaczano
metoda grawimetryczng przez odfiltrowanie biomasy i jej suszenie w temp. 105°C
do statej masy.

Obliczenia. Szybkos¢ tworzenia produktu (Q,) obliczano ze wzoru:

gdzie: Q,— szybkos¢ tworzenia produktu (kwasu szczawiowego) [g dm™ d'],
P — stezenie kwasu szczawiowego [g dm™],
t —czas[d].

Wydajno$¢ substratowa (Y,5) obliczano ze wzoru:
P
Yp s = E'lOO,

gdzie: Y,,— wydajnos¢ substratowa [%],
P —stezenie kwasu szczawiowego [g dm™],
S - stezenie substratu przed procesem [g dm™].

Wspotczynnik homofermentatywnosci procesu (HF) obliczano ze wzoru:

__r
P+CA+GA

gdzie: HF— wspotczynnik homofermentatywnosci procesu biosyntezy kwasu szcza-
wiowego [%],
P — stezenie kwasu szczawiowego [g dm™],
CA - stezenie kwasu cytrynowego [g dm™],
GA- stezenie kwasu glukonowego [g dm™].

>

Wszystkie wyniki przedstawione w niniejszej pracy sg wartosciami $rednimi
otrzymanymi z dwoch niezaleznych eksperymentow, w ktorych warto$ci roznig si¢
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nie wigcej niz o 10%. W obliczaniu parametréw procesu uwzgledniono odparowanie,
nie przekraczajace 10%.

3. Wyniki badan i ich om6wienie

Dobér szczepu jest istotnym etapem badan wplywajacym na wydajno$¢ proceséw
prowadzonych z udziatem drobnoustrojow [Poulsen i in. 2012]. Zrédtem szczepow
stosowanych w badaniach naukowych sg szczepy dzikie, izolowane ze Srodowisk
naturalnych, a takze szczepy poddane mutacji przez dziatanie czynnikow chemicz-
nych lub fizycznych albo uzyskane na drodze inzynierii genetycznej. W niniejszych
badaniach testowano pie¢ szczepow A. niger, uzyskanych droga mutacji pod wpty-
wem dziatania promieniowania ultrafioletowego [Podgorski i in. 1986].

Wszystkie badane szczepy w podtozu, w ktérym pH regulowano na poziomie 6,
z sacharozg jako zrodtem wegla, produkowaty kwas szczawiowy oraz kwasy to-
warzyszace: cytrynowy i glukonowy. Jak wynika z danych zaprezentowanych na
rys. 1, uzyskane stezenia kwasu szczawiowego wahaty si¢ w zakresie od 26,5 do
44,4 ¢ dm>. Najwyzsze stezenie produktu otrzymano, stosujac szczepy A. niger C12
(44,4 gdm) oraz S (43,0 g dm?). Szczepy W78B, C12 i S tworzyty znaczne ilosci kwa-
su cytrynowego, w zakresie od 19,6 do 23,1 g dm, natomiast w hodowli z udziatem
A. niger W78C stgzenia kwasow towarzyszacych byly najnizsze, odpowiednio: kwas
cytrynowy 5,1 g dm, kwas glukonowy 9,4 g dm. W procesie tym st¢zenie produktu
wyniosto 33,5 g dm i bylo 0 24,5% nizsze niz maksymalne uzyskane w tej serii badan.

50

45

40

)
(5]

w
(=]

[
(5]

N
(=]

o

P, CA, GA, X [g dm™?]

(=]

o

S X Wi8B WisC c12
Szczep

mprodukt P mkwas cytrynowy CA mkwas glukonowy GA Osucha substancja grzybni X

Rys. 1. Ksztaltowanie si¢ stezenia produktu, kwaséw towarzyszacych i zawartos$ci suchej
substancji grzybni w hodowlach z udziatem testowanych szczepow

Zrodto: badania wiasne.



Dobor szczepu Aspergillus niger w procesie biosyntezy kwasu szczawiowego z sacharozy 137

Zawartos¢ suchej substancji grzybni ksztattowata si¢ na wyréwnanym poziomie
we wszystkich wariantach hodowlanych i miescita si¢ w zakresie 5,7-7,6 g dm>,
z wyjatkiem hodowli z udziatem szczepu X, w ktorej parametr ten osiggnat wartos¢
11,5 g dm?.

W przypadku dwoch z pigeiu testowanych szczepow, tj. W78C i X, w plynach
pohodowlanych stwierdzono stosunkowo duze ilosci cukréw, odpowiednio 18,0
i 15,7 g dm?. Dla pozostatych szczepow ilo$¢ ta byta znacznie nizsza, 1-2 g dm™, co
swiadczy o niemal catkowitym zuzyciu przez nie stosowanego substratu.

Szczep W78C, w przypadku ktorego stwierdzono najwyzsze stezenie cukrow
koncowych, charakteryzowat si¢ najkrotszym czasem trwania procesu syntezy kwasu
szczawiowego — 14 dni. Dla szczepoéw S 1 W78B czas ten wyniost 16 dni, natomiast
dla pozostatych — 18 dni.

Ksztattowanie si¢ szybkosci tworzenia produktu, wydajno$ci substratowej i wspot-
czynnika homofermentatywnosci procesu w hodowlach z udziatem testowanych
szczepOw zaprezentowano na rys. 2.

70

S X W78B W78C c12
Szczep

Oobjetosciowa szybkosé tworzenia produkiu Qp Bwydajnos¢ substratowa Yp/s
mwspotczynnik homofermentatywnosci procesu HF

Rys. 2. Ksztaltowanie si¢ obj¢tosciowej szybkosci tworzenia produktu, wydajnosci substratowej
oraz wspotczynnika homofermentatywnos$ci procesu w hodowlach z udziatem testowanych szczepow

Zrodto: badania wiasne.

Najwyzsza wydajnos$¢ substratowa, 29,4 1 28,7%, stwierdzono w hodowlach
z udziatem szczepdéw odpowiednio S i C12. Szczepy te charakteryzowaty si¢ tez
najwyzszymi objetosciowymi szybkosciami tworzenia produktu, wynoszacymi odpo-
wiednio 2,69 g dm d! oraz 2,45 g dm* d-'. Wysokg szybko$¢ syntezy kwasu szcza-
wiowego, rowna 2,39 g dm? d”!, uzyskano tez w hodowli z udziatem szczepu W78C.
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Ze wzgledu na to, ze wszystkie testowane szczepy, obok produktu gtownego,
syntezowaly takze kwas cytrynowy i glukonowy, istotne byto okreslenie ich przy-
datnosci ze wzgledu na selektywno$¢ tworzenia kwasu szczawiowego, zwlaszcza ze
w praktyce przemystowej szczepy te charakteryzowaly si¢ wysoka czystoscig che-
miczng procesu produkcji kwasu cytrynowego. Tworzenie si¢ kwasow towarzysza-
cych, szczegodlnie kwasu glukonowego, jest uznawane za gtdéwny problem zwigzany
ze stosowaniem sacharozy lub glukozy jako substratow w procesie syntezy kwasu
szczawiowego przez A. niger [Cameselle i in. 1998; Strasser, Burgstaller, Schinner
1994; Musiat i in. 2008; Walaszczyk i in. 2014]. Z doniesien literaturowych wynika,
ze ilosci ubocznego kwasu glukonowego byly czesto wyzsze niz ilo$¢ uzyskanego
produktu, przez co osiggano niskie wartosci wspotczynnika homofermentatywnosci,
w zakresie 29,0-40,7% [Strasser, Burgstaller, Schinner 1994; Cameselle i in. 1998;
Musiat i in. 2005].

W przeprowadzonych badaniach najwyzsza wartos¢ wspotczynnika homofer-
mentatywnosci procesu, rowng 69,8%, uzyskano w hodowli z udzialem A. niger
W78C. Nizsze wartosci, w zakresie 56,7-60,9%, osiagni¢to, stosujac szczepy C12,
X oraz S. Najnizszg czystoscig chemiczng procesu charakteryzowat si¢ szczep W78B,
dla ktorego wspoteczynnik homofermentatywnosci wyniost 46,5%.

4. Podsumowanie

Jako najistotniejszy parametr doboru szczepu 4. niger do biosyntezy kwasu szcza-
wiowego uznano wspotczynnik homofermentatywnosci procesu. Najwyzsza jego
warto$¢ sposrdd testowanych szczepdéw uzyskano w hodowli z udziatem A. niger
W78C i zdecydowano o wyborze tego szczepu do dalszych badan. Istotne byto row-
niez to, ze wysoka objetosciowa szybkosc¢ tworzenia produktu oraz wysokie stgzenie
substratu w podtozu po zakonczeniu procesu w hodowli z udzialem tego szczepu
daja potencjalne mozliwosci zwigkszenia stezenia kwasu szczawiowego po modyfi-
kacji sktadu podtoza i warunkéw hodowli.
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