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Sposéb zatezania kwasu alfa-ketoglutarowego (AKG) z modelowych oraz
rzeczywistych plynéw pofermentacyjnych technikg wymuszonej osmozy (FO)

Przedmiotem wynalazku jest sposéb zatezania kwasu alfa-ketoglutarowego
(AKG) z modelowych oraz rzeczywistych plynow pofermentacyjnych z zastosowaniem

techniki wymuszonej osmozy (ang. forward osmosis) (FO).

Kwas alfa-ketoglutarowy (AKG) podobnie jak kwas cytrynowy, fumarowy czy
maleinowy zaliczany jest do grupy kwasow cyklu trikarboksylowego, tzw. cyklu Krebsa
EW. Zeng, H. Zhang, S.Xu, F. Fang, J. Zhou, Biores. Resourc., 243, 2017, 1037-1043 ).
Nalezy réwniez nadmieni¢, ze kwas alfa-ketoglutarowy spelnia istotna rol¢
w metabolizmie komoérkowym (pomost pomiedzy metabolizmem energii i bialka),
a takze stanowi prekursor syntezy glutaminianu i glutaminy (Tugnoli B., Giovagoni G,
Piva A., Grilli E., Animals, 10, 2020, 134 ). Co wiecej, kwas alfa-ketoglutarowy
zaliczany jest do grupy nutraceutykow tj. waznej klasy zwigzkoéw petnigcych funkcje
prozdrowotng i zapobiegajacych chorobom (Liu L., Chen C., doi.org/10.1007/978-
981 15-0446-4_1). Kwas alfa-ketoglutarowy posiada szereg zastosowan praktycznych
w tym jako: skladnik pltynéw infuzyjnych (Khan I., Qayyum S., Magbool F., Farooqui
M-u-R., Hayat A., Sharif M., Indian. J. Mar. Sci., 46, 2017, 11), stosowany do
wytwarzania $rodka medycznego uzytecznego w profilaktyce i/lub leczeniu standéw
chorobowych wywotanych przez bakterie ureolityczne (EP 1 917 959 B1), do ochrony
przed zatruciem cyjankami (Kamzolova S. V., Chiglintseva M. N., Lunina J. N.,
Morgunov I. G, Appl. Microbiol. Biotechnol., 96 (2012) 783-791), do kontroli
i zapobiegania stresowi oksydacyjnemu u ludzi i zwierzat (Otto Ch., Yovkova V., Aurich
A., Mauersberger S., Barth G, Appl. Microbiol. Biotechno., 95 (2012) 905-917).
Dodatkowo, kwas alfa-ketoglutarowy stosowany jako dodatek zywieniowy przyczynia
si¢ do rozwoju ukfadu kostnego milodych organizméw, zahamowania procesu
osteoporozy u kobiet, wzrostu masy migéniowej oraz wplywa Korzystnie na
przyspieszenie procesu gojenia si¢ ran (Grzesiak P., Stupecka-Zielinska M., Wolinski J,.

Developmental Period Medicine, 20, 2016, 1). Co wigcej, w literaturze przedmiotu
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opisane sg przyktady zastosowania kwasu alfa-ketoglutarowego jako substratu w reakcji
termicznej polikondensacji do elastomeru tj. poli(triolu alfa-ketoglutaranu) (Barrett D.
G, Yousaf M. N., Macromolecules, 41 (2008) 6347 — 6352) oraz w reakcji syntezy
nowych N-heterocyklicznych  zwigzkéw  stosowanych w  leczeniu  choréb
nowotworowych (Li Y., Sun L., Feng J., Wu R., Xu Q., Zhang C., Chen N., Xie X,
Bioprocess. Biosyst. Eng., 39 (2016) 967-976). Na skale przemystowa kwas alfa-
ketoglutarowy produkowany jest w procesie wieloetapowej syntezy chemicznej
z zastosowaniem estréw dietylowych kwasu bursztynowego i szczawiowego z okolo
75% wydajnoscig (Guo H., Su S., Madzak C., Zhou J., Chen H., Chen G, Appl.
Microbiol. Biotechnol., 23 (2016) 100). Z drugiej strony, metoda syntezy chemicznej
oparta na utlenianiu kwasu glikolowego glutaminianem sodu wymaga zastosowania
katalizatora miedziowego, ale takze jest malo wydajna i generuje duze ilosci
niebezpiecznych odpaddéw (Guo H., Su S., Madzak C., Zhou J., Chen H., Chen G., Appl.
Microbiol. Biotechnol., 23 (2016) 100). Jedna z gh")wnych alternatywnych, przyjaznych
dla $rodowiska metod pozyskiwania kwasu alfa-ketoglutarowego jest jego
mikrobiologiczna produkcja z zastosowaniem szczepow bakteryjnych (Arthrobacter
paraffineus, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Corynebacterium
glutamicum, Bacillus ssp) oraz drozdzy Yarrowia Lipolytica (Guo H., Su S., Madzak C.,
Zhou J., Chen H., Appl. Microbiol. Biotechnol., 100, 9875-9884). Sposob bioprodukcji
AKG zostal szeroko opisany w literaturze $wiatowej oraz licznych patentach
{Chernyavskaya O. G, Shishkanova N. V., Il'chenko A. P, Finogenova T. V., Appl.
Microbiol. Biotechnol., 53, 152-158, 2000; Holz M., Otto Ch., Kretzschmar A.,
Yovkova V., Aurich A., Potter M., Marx A, Barth G, Appl. Microbiol. Biotechnol., 89,
1519-1526, 2011; Yin X., L1 J., Shin H-D., Du G, Liu L., Chen J., Bidtechnol. Adv., 33,
830-841, 2015; Yin X., Madzak C., Du G, Zhou J., Chen J., Appl. Microbiol.
Biotechnol., 96, 1527-1537, 96, 2012; Li Y., Sun L., Feng J., Wu R., Xu Q., Zhang C.,
Chen N., Xie X., Bioprocess. Biosyst. Eng., 39, 967-976, 2016; US 2,776,926 ). Nalezy
podkreslié, ze produktem finalnym kazdego procesu biotechnologicznego jest

wieloskladnikowa mieszanina (tzw. plyn pofermentacyjny), kiéra oprécz gléwnego
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metabolitu zawiera réwniez reszty nieprzercagowanych substratow, biomase, cukry,
poliole oraz sole nieorganiczne bedace pozostatoscia pozywki hodowlanej. Co wigcej,
stezenia glownych metabolitow plynu pofermentacyjnego zazwyczaj nie przekraczajg
10%. W konsekwencji, koszt separacji, zat¢zania i oczyszczania glownego metabolitu
pozyskiwanego na drodze mikrobiologicznej konwersji moze stanowi¢ od 50 — 80%
catkowitego kosztu produkcyjnego. Do glownych metod stosowanych w procesie
separacji 1 zat¢zania gléwnych produktow fermentacji zaliczy¢ nalezy metody
klasyczne w tym: destylacja, ekstrakcja rozpuszczalnikowa, wymiana jonowa i stracanie
(de Souza Moraes L., de Araujo Kronemberger F., Conceigéo Ferraz H., Habert A. C., J.
Ind. Eng. Chem., 21, 206-211, 2015; Zhang W.,, Liu X., Fan H., Zhu D., Wu X., Huang
X., Tang J., Ind. Crop. Prod., 86, 231-238, 2016; : Cao Y., Zhang R., Sun C., Cheng T,
Lin Y., Xian M., BioMed Res. Int., 1-12, 2013; Gebauer D., Kellermeier M., Gale J. D.,
Bergstrom L., Colfen H., Chem. Soc. Rev., 43, 2348-2371, 2014; Li Q., Wang D., Wu
Y., Li W. L., Zhang Y. J., Xing J. M., Su Z. G, Sep. Purif. Technol., 72, 294-300, 2010).
Jednakze, procesy te wymagaja duzej ilosci niebezpiecznych rozpuszczalnikéw oraz
wysokich nakladow energetycznych, co moze znaczaco wplywaé na wzrost catkowitego
kosztu procesu izolacji pozadanego metabolitu maloczasteczkowego. Sposoby
wydzielanmia kwasu AKG z zastosowaniem metod klasycznych opisano szeroko
w literaturze (Peng X., Zeng W., Xu S., Zha J., Zhou, J., Xu G, Biotechnol Prog., 34,
2018, 1370-1379; Zeng W., Xu S., Du G, Liu S,, Zhou J., Biopropc. Biosyst. Eng., 41,
2018, 1519-1527; US 2,724,680). Z drugiej strony, w ostatnich latach obserwowany jest
wzrost zainteresowania procesami izolacji i zatezania kwaséw organicznych z plynow
pofermentacyjnych z zastosowantem przyjaznych dla srodowiska metod nalezacych do
grupy technik membranowych w tym: mikrofiltracji (MF), ultrafiltracji (UF),
nanofiltracii (NF), odwrdconej osmozy (RO), elektrodializy klasyczney (ED),
elektrodializy z membrang bipolarng (EDBM) (Minttiri M., Lahti J., Hatakka H.,
Louhi-Kultanen M., Kallioinen M., A, J. Mem. Sci., 490, 84-91, 2015; Li Q-Z., Jiang X-
L., Feng X-J., Wang J-M., Sun Ch., Zhang H-B., Xian M., Liu H-Z., J. Microbiol.
Biotechnol., 26, 1-8, 2016; Jones R. J., Massanet-Nicolau J., Guwy A., Premier G. C.,
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Dinsdale R. M., Reilly M., Bioresource Technol., 189, 279-284, 2015; Zhang L., Weng
H-X., Chen H-L., Gao C-J., J. Environ. Sci. (China), 14, 181-187, 2002; US
20140371486 Al; US 20050003499 Al; US 8999171 B2). Warto zaznaczy¢, 7e sposéb
separacji kwasu alfa-ketoglutarowego z jednoczesnym elektro-zakwaszaniem technika
EDBM zostal opisany w literaturze przedmiotu i patentach (Szczygielda M., Prochaska
K., J. Membr. Sci., 536, 2017, 37-43; Szczygietda M. Prochaska K., Sep. Sci. Technol.,
55, 2020; Szczygielda M, Prochaska K., Des. Wat, Treat., 128, 2018, 27-33; PL.232558
B1; PL.231635 Bl). Co wigcej, w ostatnim czasie obserwowany jest wzrost
zainteresowania procesem osmozy wymuszonej (ang. Forward Osmosis) (FO)
stosowanym jako jeden z etapdw separacji 1 zatezania kwasoéw organicznych w tym:
kwasu bursztynowego, octowego, propionowego oraz miekowego (Law Y. I,
Mohammad A.W., 51, 2017, 264-270; Law J. Y., Mohamma A. W, Tee Z. K., Zaman N.
K., Jahim J. M., Santanaraj J., Sajab M. S., 583, 2019, 139-151; Garcia-Aguirre J.,
Morales-Alvarado M., Fotidis I. A., Angelidaki 1., Biochem. Eng. J., 155, 2020, 107482,
US/2012/0118827 Al; Law Y. 1., Mohammad A. W., Int. J. Biomas. Renew., 5, 2016, 8-
13;). W procesie FO transport wody przez pdliprzepuszczalng membrane jest
konsekwencja osmotyczne) réznicy cisnien pomigedzy roztworem o niskim zasoleniu
(ang. Feed solution), a roztworem silnie skoncentrowanym (osmolit) (ang. Draw
solution) (Chen G. Q., Artemi A, Lee J., Gras S. L., Kentish S. E., Sep. Purif. Technol.,
215, 2019, 652-659; Volpin F., Yu H., Cho J., Lee C., Phuntsho S., Ghaffour N.,
Vrouwevalder J. S., Shon H. K., J. Hazard. Mater., 378, 2019, 120724; Johnson D, 1.,
Suwileh W, A., Mohammed A. W., Hilal N., Desalination, 434, 2018, 100-120 ). Ze
wzgledu na proekologiczny charakter, nizszy koszt operacyjny oraz mniejsza podatnosé
na blokowanie membran (brak cisnienia hydraulicznego), w poréwnaniu do
tradycyjnych cisnieniowych proceséw membranowych (mikro-, ultra-, nanofiltracja,
odwrdcona osmoza) proces FO znajduje zastosowanie w obszarze odsalania wody oraz
oczyszcezania $ciekow (Zheng L., Price W. E., He T., Nghiem L. D., Desalination, 476,
2020, 114215;Khan J. A., Shon H. K., Nghiem L. D., Curr. Poll. Rep,, 5, 2019, 337-

352). Ponadto proces FO jest nisko-energochionng alternatyws dla klasycznych metod
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zatezania (odparowanie/ destylacja) ( Zohrabian L., Hankins N. P., Field R. W., J. Water
Proc. Eng., 33, 2020, 101042; Qasim M., Mohammed F., Aidan A., Darwish N. A.,
Deslination, 423, 2017, 12-20). Dlatego tez, takie rozwiazanie znaczaco ogranicza
koszty zwigzane z usunigciem nadmiaru wody z rzeczywistego plynu
pofermentacyjnego lub ze strumieni uzyskiwanych na poszczegodlnych etapach separacji
pozadanego metabolitu.  Przykladowa koncepcja zatgzania  bursztynianow
z rzeczywistego plynu pofermentacyjnego w ukladzie hybrydowym NF — FO zostata
przedstawiona przez J. Y. Law i wspol. (Law Y. J., Mohammad A.W.,, 51, 2017, 264-
270). Z kolei, w pracy pt. ,.Recovery of succinic acid from fermentation broth by
Jorward osmosis assisted crystallization process” ( Law J. Y., Mohamma A. W., Tee Z.
K., Zaman N. K., Jahim J. M., Santanaraj J., Sajab M. S., 583, 2019, 139-151), autorzy
przedstawili sposéb wydzielania kwasu bursztynowego w ukladzie sekwencyjnym typu:
wirowanie — adsorpcja na weglu aktywnym — wirowanie/filtracja — wymuszona osmoza
— zakwaszanie - krystalizacja — suszenie, uzyskujac produkt o wysokiej czystosci
90,52%. Jednoczesnie, cytowant autorzy podkreslaja wysokie znaczenie aplikacyjne

zaproponowanego rozwigzania w przemysle bioprocesowym.

Jednakze, nalezy wyraznie podkresli¢, ze nie odnotowano zadnych doniesien
wskazujacych na zastosowanie procesu wymuszonej osmozy do zat¢zania kwasu alfa-
ketoglutarowego z roztworéw modelowych, a w szczegdlnosci rzeczywistych pltynow

pofermentacyjnych.
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Istotg wynalazku jest sposéb zatezania kwasu alfa-ketoglutarowego z roztworow
modelowych oraz rzeczywistego plynu pofermentacyjnego otrzymanego w procesie
biokonwersji glukozy technika wymuszonej osmozy (FO). W sposobie wedlug
wynalazku jednoskladnikowy modelowy roztwdér kwasu alfa-ketoglutarowego
o stezeniu rownym 10 g/dm* oraz wartosci pH w przedziale od 2 do 5 regulowane]
poprzez dodatek wodorotlenku sodu, wielosktadnikowy roztwor modelowy zawieraja{cy'_:
kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm®, kwas mlekowy o stezeniu 5,3 g/dm’,
kwas octowy o stezeniu 1,0 g/dm’® oraz etanol o stezeniu 14,9 g/dm® oraz wartosci pH
w przedziale od 2 do 4 regulowane) poprzez dodatek wodorotlenku sodu, albo
rzeczywisty ptyn pofermentacyjny zawierajacy: kwas alfa-ketoglutarowy o st¢zeniu 10
g/dm?, kwas mlekowy o stezeniu 10,5 g/dm?®, kwas octowy o stezeniu 1,5 g/dm? oraz
etanol o stezeniu 16,2 g/dm* oraz wartosci pH w przedziale od 2 do 4 regulowanej
poprzez dodatek wodorotlenku sodu, zat¢za si¢ technika wymuszonej osmozy (FO),
z zastosowaniem modulu membranowego wyposazonego w membran¢ dedykowang do
procesu wymuszonej osmozy wykonanej z tri-octanu celulozy, o lgcznej powierzchni
aktywnej membrany réwnej 155 cm?, w okreslonych warunkach procesowych:
zastosowanie roztworu o objetosci poczatkowej rownej 1 dm’ oraz pH w zakresie od 2
do 5 (korzystnie 4) jako roztwér zasilajacy, zastosowanie wodnego roztworu chlorku
sodu o stezeniu 4 M i objetosci pbczqtkowej réwnej 0,6 dm?® jako roztwor osmotyczny
{osmolit), recyrkulowanych w ukladzie zamknigtym, nat¢zenie przeptywu roztworow
roboczych réwne 60 dm’/h oraz temperaturze 25 + 5 °C. Korzystnym jest aby
rzeczywisty plyn pofermentacyjny przed poddaniem procesowi zatezania technika
wymuszonej osmozy oczysci¢ w celu usunigcia biomasy 1 zwigzkow

wielkoczasteczkowych.

Dzigki zastosowaniu sposobu zatgzania wedlug wynalazku, uzyskano

nastepujace efekty techniczno-uzytkowe:

o ecfektywne usuniecie wody z roztworéw modelowych oraz rzeczywistego
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plynu pofermentacyjnego,
¢ mozliwoé¢ przyjaznego dla srodowiska, nisko-energochlonnego
zatezania roztworow modelowych kwasu alfa-ketoglutarowego oraz

rzeczywistego ptynu pofermentacyjnego.

Wynalazek w przykladowym wykonaniu zostal zaprezentowany na rysunku
gdzie fig. 1 przedstawia wykres usunigcia wody z jednoskladnikowego roztworu kwasu
alfa-ketoglutarowego w czasie trwania procesu FO, fig. 2 zmiane st¢zenia kwasu alfa-
ketoglutarowego w jednoskladnikowym roztworze kwasu alfa-ketoglutarowego
w czasie trwania procesu FO, fig. 3 usunigcia wody z modelowego plynu
pofermentacyjnego zawierajacego: kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm®, kwas
mlekowy o stezeniu 5,3 g/dm?, kwas octowy o stezeniu 1,0 g/dm? oraz etanol o st¢zeniu
14,9 g/dm® oraz wartosci pH w przedziale od 2 do 4 regulowanej poprzez dodatek
wodorotlenku sodu, fig. 4 zmiane st¢zenia kwasu alfa-ketoglutarowego w modelowym
plynie pofermentacyjnym zawierajacym: kwas alfa-ketoglutarowy o stgzeniu 10 g/dm’,
kwas mlekowy o stezeniu 5,3 g/dm’, kwas octowy o stezeniu 1,0 g/dm’ oraz etanol
o stezeniu 14,9 g/dm’ oraz wartosci pH w przedziale od 2 do 4 regulowanej poprzez
dodatek wodorotlenku sodu, fig. 5 usunigcia wody z rzeczywistego plynu
pofermentacyjnego zawierajacego: kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm?, kwas
mlekowy o stezeniu 10,5 g/dm?®, kwas octowy o stezeniu 1,5 g/dm’ oraz etanol
o stezeniu 16,2 g/dm’® oraz wartosci pH w przedziale od 2 do 4 regulowanej poprzez
dodatek wodorotlenku sodu, fig. 6 zmiane stezenia kwasu alfa-ketoglutarowego
w rzeczywistym plynie pofermentacyjnym zawierajacym: kwas alfa-ketoglutarowy
o stezeniu 10 g/dm?, kwas mlekowy o stezeniu 10,5 g/dm’, kwas octowy o stezeniu 1,5
g/dm® oraz etanol o steZzeniu 16,2 g/dm® oraz wartoéci pH w przedziale od 2 do 4

regulowanej poprzez dodatek wodorotlenku sodu.
Istot¢ wynalazku ilustrujg nastepujace przyklady:

Przyklad 1
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Wymuszona osmoza jednoskladnikowego modelowego roztworu kwasu-alfa

ketoglutarowego o stezeniu 10 g/dm?, objetosci 1 dm? oraz pH 4.

Procesowi wymuszonej osmozy poddano jednosktadnikowy modelowy roztwor
kwasu alfa-ketoglutarowego o stezeniu 10 g/dm?, objetosci 1 dm® oraz pH 4. Roztwor
zatezany wprowadzono do zbiornika zasilajacego, podczas gdy roztwor wprowadzany
do komory osmolitu zawierat chlorek sodu o st¢zeniu 4 M. Proces FO prowadzono z
zastosowaniem modulu membranowego wyposazonego w plaska membrang
dedykowana do procesu FO, o lacznej powierzchni aktywnej rownej 155 cm?.
Membrana plaska w procesie FO zorientowana byla warstwg aktywng do roztworu
zasilajacego. Proces FO prowadzono w ukladzie zamknigtym z recyrkulacja roztworéw
roboczych, przez 180 min. przy stalym natgzeniu przeplywu roztworéw roboczych
réwnym 60 dm’/h, w temperaturze 25 + 5°C. Zmiana stopnia usuniecia wody
z roztworu zasilajacego oraz zmiana st¢zenia kwasu alfa-ketoglutarowego w roztworze

zasilajacym w czasie prowadzenia procesu FO zostala przedstawiona na fig. 1 oraz fig.

2.
Przyklad 2

Wymuszona osmoza wicloskladnikowego roztworu modelowego zawierajacego:
kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm’, kwas mlekowy o stezeniu 5,3 g/dm’,
kwas octowy o stezeniu 1,0 g/dm’ oraz etanol o stezeniu 14,9 g/dm’, objetosci 1 dm’
oraz pH 4. '

Procesowi wymuszonej osmozy poddano wieloskladnikowy roztwér modelowy
zawierajacy: kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm?, kwas mlekowy o stezeniu
5,3 g/dm?, kwas octowy o stezeniu 1,0 g/dm’ oraz etanol o stezeniu 14,9 g/dm’,
objetosci 1 dm® oraz pH 4. Roztwdr zatgzany wprowadzono do zbiornika zasilajgcego,
podczas gdy roztwor wprowadzany do komory osmolitu zawierat chlorek sodu
o stezeniu 4 M. Proces FO prowadzono z zastosowaniem moduli membranowego

wyposazonego w plaska membrane dedykowang do procesu FO o lacznej powierzchni
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aktywnej rownej 155 cm”. Membrana plaska w procesie FO zorientowana byla warstwg
aktywna do roztworu zasilajacego. Proces FO prowadzono w ukladzie zamknigtym z
recyrkulacja roziworéw roboczych, przez 180 min. przy stalym nat¢Zeniu przeplywu
roztworéw roboczych rownym 60 dm’/h, w temperaturze 25 + 5°C. Zmiana stopnia
usunigcia wody 2z roziworu zasilajgcego oraz zmiana st¢zenia kwasu alfa-
ketoglutarowego w roztworze zasilajacym w czaste prowadzenia procesu FO zostata

przedstawiona na fig. 3 oraz fig. 4.

Przyklad 3

Wymuszona osmoza rzeczywistego plynu pofermentacyjnego zawierajgcego:
kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm?®, kwas mlekowy o stezeniu 10,5 g/dm’,
kwas octowy o stezeniu 1,5 g/dm® oraz etano! o stezeniu 16,2 g/dm’, objetosci 1 dm’

oraz pH 4.

Procesowi wymuszonej osmozy poddano rzeczywisty plyn pofermentacyjny
zawierajacy: kwas alfa-ketoglutarowy o stezeniu 10 g/dm®, kwas mickowy o st¢zeniu
10,5 g/dm’, kwas octowy o stezeniu 1,5 g/dm® oraz etanol o stezeniu 16,2 g/dm’,
objetosci 1 dm’ oraz pH 4. Roztwor zatezany wprowadzono do zbiornika zasilajacego,
podczas gdy roztwor wprowadzany do komory osmolitu zawieral chlorek sodu
o stezeniu 4 M. Proces FO prowadzony z zastosowaniemn modulu membranowego
wyposazonego w plaskg membrang dedykowang do procesu FO o tgcznej powierzchni
aktywnej rownej 155 cm?. Membrana plaska w procesie FO zorientowana byla warstwg
aktywng do roztworu zasilajacego. Proces FO prowadzono w ukfadzie zamknigtym
z recyrkulacjg roztwordw roboczych, przez 900 min. przy stalym nat¢zeniu przepltywu
roztworéw roboczych réwnym 60 dm’/h, w temperaturze 25 + 5°C. Zmiana stopnia
usuni¢gcia wody z roztworu zasilajagcego oraz zmiana stgzenia kwasu alfa-
ketoglutarowego w roztworze zasilajacym w czasie prowadzenia procesu FO zostata

przedstawiona na fig. 5 oraz fig. 6.




