Biotechnologia Lekéw — instrukcja do éwiczer [aboratoryjnych- Biosynteza kwasu cytrynowego

Biosynteza kwasu cytrynowego z wykorzystaniem przemysfowych szczepow Aspergillus.

Wprowadzenie.

Kwas cytrynowy jest jednym z nawazniejszych produktéw w grupie kwasdéw
organicznych otrzymywanych na drodze biotechnologicznej. Stosowany jest gtownie w
przemysle spozywczym do poprawy smaku potraw oraz jako srodek konserwujacy. Jako kwas
cytrynowy lub cytrynian sodu zwiazek ten znalazt réwniez zastosowanie w chemii
gospodarczej, w produkcji proszkéw do pieczenia i ptyndbw myjacych a takze w przemysle

farmaceutycznym i chemicznym.
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Kwas cytrynowy wystepuje w owocach cytrusowych (np. w cytrynach;)). Poczatkowo te
owoce byty surowcem z ktérego otrzymywano ten kwas. Obecnie jedynie niewielka ilos¢ (ok.
1%) tego surowca, wytwarzana jest z tego zrodia naturalnego, przyttaczajaca wiekszos¢
wytwarzana jest metodami biotechnologicznymi z wykorzystaniem drobnoustrojow. Do
produkcji kwasu cytrynowego stosuje sie wyselekcjonowane (w drodze mutacji lub selekcji
ze szczepOw dzikich) wysoko wydajne szczepy grzybéw strzgpkowych — Aspergillus niger
lub Aspergillus wentii. W europie gtéwnym surowcem do produkcji kwasu cytrynowego za
pomoca szczepow Aspergillus jest melasa (produkt uboczny przemystu cukrowniczego),
zawierajaca do 50% sacharozy lub czysta sacharoza. W USA wykorzystuje si¢ hydrolizowana
skrobi¢ kukurydziana, a w Japonii pewne frakcje ropy naftowe (z tym ze w tym przypadku
wykorzystuje si¢ drobnoustroje z rodzaju Candida).

Cytrynian jest waznym metabolitem posrednim powstajacym podczas rozktadu réznych
zwiazkow, w przemianach majacych na celu pozyskiwanie energii przez organizmy rosnace
w warunkach tlenowych. W przypadku szczepow Aspergillus czasteczki heksozy
asymilowane sa w dwoch szlakach metabolicznych — szlaku glikolitycznym i cyklu Krebsa
W czasie wzrostu grzybni funkcjonuja obydwa te szlaki z blisko 2-krotna przewaga glikolizy.
W drugigj fazie wzrostu — tzw. idiofazie — fazie nagromadzenia kwasu cytrynowego, w
wyniku zmian aktywnosci enzymow cykl Krebsa zostgje praktycznie zablokowany na etapie
przemian kwasu cytrynowego. Aby komorki grzyba mogty tworzy¢ dalsze ilosci kwasu
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cytrynowego istnieja reakcje dostarczajace prekursoréw niezbednych do jego dalszej syntezy.
Taka reakcja wspomagajaca (anaplerotyczna) jest karboksylacja kwasu pirogronianowego do
kwasu szczawiooctowego. Dwie czasteczki kwasu pirogronianowego powstate na drodze
glikolizy ulegaja, przy wspétudziale koenzymu A, przemianom do acetylo-CoA i kwasu
szczawiooctowego. Nastepnie dwa te zwiazki, przy udziale syntazy cytrynianowej ulegaja
kondensacji do kwasu cytrynowego z uwolnieniem CoA. Bilans tego procesu podany zostat
przez Meyratha

SCH,,0, + 60, =+ 4HOOC -CH,-C(OH )(COOI 1)-CH,-COOH
900 g 168 g
+ 6(CH,O) + BH,O
180g
Wyrazenie (CH,0) po prawej stronie rownania obrazuje maseg grzybni wytworzona w
fazie wzrostu. Wydajnos¢ teoretyczna tego procesu wynosi 85,3% w przypadku heksozy.

Cel ¢éwiczenia.

Zapoznanie si¢ z morfologia hodowli Aspergillus niger na podtozu statym i w podtozu
ptynnym. Poréwnanie wydajnosci produkcji kwasu cytrynowego przez przemystowe szczepy
A. niger i A. carbonarius oraz produkcji metodami hodowli powierzchniowej i wgtebne.

Wykonanie éwiczenia.

1. Obserwacja mikroskopowa hodowli ptytkowych szczepow Aspergillus niger i
Aspergillus carbonarius. Nalezy zwréci¢ uwage na grzybnig, zespoty konidialne
oraz konidia. Obserwacje zanotowa¢, sporzadzi¢ dokumentacje zdjeciowa i
rysunkowa.

2. Sporzadzi¢ preparaty przezyciowe, sprawdzi¢ jakos¢ preparatéw pod mikroskopami
nasali laboratoryjnej. Wykona¢ zdjecia mikroskopowe sporzadzonych preparatdw.

3. Zaszczepi¢ zarodnikami kazdego z badanych szczepdw Aspergillus po 2 kolby z
podtozem sacharozowym. W kolbie o pojemnosci 300 ml powinno znajdowaé si¢
okoto 100 ml podtoza. Prace prowadzi¢ w sposob jatowy, pod wyciagiem i przy
palniku.

4. W przypadku jednej z kolb, dla kazdego ze szczepdw, prowadzi¢ hodowle
powierzchniowa (w cieplarce bez wytrzasania) dla drugiej hodowle metoda wgtgbna
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(w wytrzasarce z intensywnym napowietrzaniem). Hodowle prowadzi¢ przez okres 7
déb w temperaturze 30°C.
Koniec| zajeé.

5. Przeprowadzi¢ obserwacj e hodowli metoda wgtebna i powierzchniowa.
Spogtrzezenia zanotowac (zwrdci¢ uwage nawyglad grzybni, obecnos¢ zarodnikow
itp.). Wykona¢ dokumentacje zdjeciowa i/lub rysunkowa.

6. Przeprowadzi¢ analiz¢ wszystkich préb fermentacyjnych:

Sprawdzi¢ obecnosé¢ kwasu szczawiowego — ubocznego produktu
fermentacji kwasu cytrynowego. Do kropli podtoza pobranego z proby
fermentacyjnej (pipeta) doda¢ na szkietku zegarkowym nasycony roztwor
CaCl, — obserwowac pojawigjace si¢ krysztaty szczawianu wapnia.
Wyznaczy¢ zawartosé powstatego kwasu cytrynowego. Pobra¢ 5 ml ptynu
z kazdej z kolb (bez grzybni) i miareczkowa¢ 0,25M NaOH wobec
fenoftaleiny (do zmiany koloru). Odmierza¢ objetos¢ dodanego NaOH. 1 ml
0,25M NaOH odpowiada 0,016g kwasu cytrynowego.
Wyznaczy¢ sucha mase grzybni — grzybni¢ z hodowli powierzchniowe
umiesci¢ nalejku Buchnerai przemy¢ niewielka iloscia wody — umiesci¢ na
ptytce Petriego (szklangj i zwazonej!). Grzybni¢ z hodowli wgtebnej
umiesci¢ na bibule filtracyjnej w lejlku Buchnera— odsaczyc i przemy¢ woda,
umiesci¢ grzybnig na ptytce Petriego (szklangj i zwazonej!). Grzybnie suszy¢
najpierw w 50°C (15-20 min), nastepnie w temp. 105°C do statej wagi (30-45
min).

Sktad podtoza sacharazowego (na 1000 ml): sacharoza 100g, NH4NOs — 3 g, MgSO4x7H,0

—1g, KH,PO,4 — 1g, FeSO, — slad, woda do 1000ml. (w ¢wiczeniu pracowalismy z objetoscia

100 ml! — do obliczen istotna jest ilos¢ sacharozy)

Sprawozdanie.

Na podstawie otrzymanych wynikow (zawartos¢ kwasu, sucha masa grzybni, ilos¢
sacharozy w pozywce) obliczy¢ wydajnos¢ biosyntezy kwasu cytrynowego i poréwnaé z
wartoscia teoretyczna. Poréwna¢c wydajnosci dla obydwu badanych organizméw i kazdej z
metod. Wyniki skomentowaé. Zataczy¢ wyniki obserwacji wzrostu organizméw w réznych
warunkach i naréznych podtozach, opatrzy¢ krotkim komentarzem.
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Sprawozdanie powstato na podstawie/literatura uzupetniaj aca:

1. Biotechnologia i chemia antybiotykéw, A. Chmiel, S. Grudzinski Wydawnictwo
Naukowe PWN, 1998

2. Biotechnologia mikrobiologiczna — ¢wiczenia i pracownie specjalistyczne, J.
Dtugosinski, Wydawnictwo Uniwersytetu .6dzkiego, 1997
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