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Dobor szczepow Aspergillus niger do biosyntezy
kwasu szczawiowego z frakcji glicerynowej

Wprowadzenie

W skali przemystowej kwas szczawiowy produkowany jest
tylko metoda chemiczna. Poniewaz procesy te generuja duze
iloéci toksycznych odpadéw ciagle poszukuje sie nowych tech-
nologii otrzymywania tego kwasu. Obiecujaca alternatywa
dla proceséw chemicznych sa metody biotechnologiczne.
W zaleznoS$ci od stosowanego zrédla wegla oraz warunkéow
prowadzenia hodowli grzyby A. niger produkuja z cukréw réz-
ne kwasy organiczne, w tym kwas szczawiowy. W pH obojet-
nym i przy nadmiarze fosforu dochodzi u A. niger do indukcji
hydrolazy szczawiooctanowej, ktéra rozktada szczawiooctan
do kwasu szczawiowego 1 octowego [1]. W pH kwasnym 1 przy
deficycie fosforu gléwnym produktem metabolizmu A. niger
jest kwas cytrynowy. W opisywanych procesach biosyntezy
kwasu szczawiowego najczesciej stosowane sa substraty we-
glowodanowe, takie jak sacharoza, glukoza, laktoza oraz su-
rowce odpadowe z przemyshu spozywczego 1 z rolnictwa za-
wierajace rozne cukry, takie jak melasa buraczana, serwatka
czy slodkie ziemniaki [2—4]. Sposrdd substratéow weglowoda-
nowych najbardziej obiecujacym jest laktoza. Szczep A. niger
1120 w podtozu z laktoza, w pH powyzej 6, produkowat naj-
wiecej kwasu szczawiowego do 41 gdm™, z najwyzsza wydaj-
noscig produkcji tego kwasu 0,54 gg™* [4, 5].

Nasze wczeéniejsze badania wykazaly, ze zastosowanie
substratéw lipidowych do biosyntezy kwasu szczawiowego
przez wyselekcjonowany szczep A. niger XP pozwolilo na uzy-
skanie wyzszej koncentracji kwasu do 68 g-dm™® w podlozu
o pH 4,0. Ponadto, produktywno$é 1 wydajno$é¢ kwasu szcza-
wiowego z substratéw thluszczowych byta znacznie wyzsza
w poréwnaniu do procesow prowadzonych w podtozach z do-
datkiem sacharydéow [6-9]. W dostepnej literaturze brak jest
publikacji zwigzanych z zagadnieniem produkeji kwasu
szczawiowego z frakeji glicerynowej. Odpadowa frakcja glice-
rynowa powstaje w procesie produkcji biodiesla z olejow ros-
linnych i stanowi ok. 10—-20% masy uzytego oleju [10].

Celem pracy bylo wyselekcjonowanie szczepu A. niger do
wydajnej i efektywnej produkeji kwasu szczawiowego z frak-
¢ji glicerynowe;j.

Materialy i metody badan

W badaniach wykorzystywano nastepujace szczepy A. ni-
ger: dwa mutanty UV 13/33 1 13/32 pochodzace z Uniwersyte-
tu Przyrodniczego w Lublinie; cztery UV mutanty CH11/21,
IBR6/2, MB i XP pochodzacych z Uniwersytetu Ekonomiczne-
go we Wroctawiu; dwa szczepy dzikiego typu F12 i CW po-
chodzace z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.
W badaniach, jako substrat stosowano frakcje glicerynowa,
ktora pochodzita z instalacji pilotowej produkcji biopaliw

z oleju rzepakowego utworzonej na Wydziale Chemii Uniwer-
sytetu Wroctawskiego. Zawartosé glicerolu w otrzymanej od-
padowej frakcji glicerynowej wynosita okoto 45% (w/w), reszte
stanowily kwasy tluszczowe oraz estry etylowe i mydla.
Podloze produkcyjne zawierato [g]: frakcje glicerynowa — 50,
KH,PO, - 0,25; NH,NO; — 1; MgSO, - 7TH,0 - 0,3; FeSO, -
7H,0 - 0,1; ZnSO, - TH,0 — 0,2 i SPAN 20-0,75 w 1 dm? wody
wodociagowej. Hodowle produkcyjne prowadzono przez 7 dni
w b-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III firmy New
Brunswick zawierajacym 2,5 dm® podloza produkeyjnego,
przy szybkos$ci mieszania 500 rpm, szybko$ci napowietrzania
1 vvm i pH 4,0. Stezenie glicerolu, kwaséw szczawiowego 1 cy-
trynowego oznaczano metoda HPLC. Biomase i kwasy
ttuszczowe oznaczano metoda wagowa.

Omowienie i dyskusja wynikow

Proces biosyntezy kwasu szczawiowego z frakeji gliceryno-
wej z uzyciem réznych szczepdéw A. niger przeprowadzono
w 7-dobowych hodowlach periodycznych w warunkach obniz-
onego pH 4,0.

Wszystkie szczepy A. niger produkowaty kwas szczawiowy,
jednak z rézna dynamika, wydajnoScia i czysto$cia procesu,
co obrazuje tablica 1. Kwas szczawiowy stanowit gléwny pro-
dukt biosyntezy we wszystkich hodowlach. Jego zawartosé
w podtozu, po zakonczeniu procesu biosyntezy, wahala sie od
28,4 do 48,7 g - dm™. Szczepy XP i 13/33 produkowaly najwyz-
sze iloéci kwasu szczawiowego, powyzej 48 g - dm™. Tak wyso-
kich stezen produktu nie odnotowano w hodowlach A. niger
w podltozach z weglowodanami. Bohlmann i1 wsp. [5] uzyskali
41,4 g-dm™® kwasu szczawiowego, w 13 dobowej hodowli
szczepu A. niger 1120, w podiozu serwatkowym, ktére zawie-
rato 12% laktozy. Rymowicz 1 Lenart [6], ktorzy prowadzili
proces biosyntezy kwasu szczawiowego w podlozu zawie-
rajacym 50 g-dm™ porafinacyjnych kwaséw tluszczowych,
otrzymali 68, 1 g-dm™ kwasu w hodowli ze szczepem A. niger
XP. Jest to najwyzsze, opisane w literaturze, stezenie kwasu
szczawlowego otrzymanego na drodze biologicznej. W podto-
zach zawierajacych lipidy szczepy A. niger produkowaly nie-
znaczne 1iloéci ubocznego kwasu cytrynowego, ponizej
2 g-dm™ [6, 8, 9]. Czysto$¢ fermentacji w procesach, w kté-
rych stosowano substraty weglowodanowe, a w szczegdlnosci
sacharoze, byta ze wzgledu na produkcje ubocznego kwasu
glukonowego 1 cytrynowego bardzo niska. Wedlug Strasser
i wsp. [3] 1 Cameselle 1 wsp. [11] iloé¢ kwasu cytrynowego
i glukonowego byla odpowiednio, w zakresie 3,6-6 gdm™
i 32,9-63 gdm™. W niniejszej pracy, po zakonczeniu hodowli
mutantéw XP 1 13/33 oraz szczepu typu dzikiego CW
w brzeczce nie byto produktéw ubocznych (Tabl. 1). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze kwas cytrynowy pojawil sie w trakcie
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hodowli szczepéw 13/33 1 CW, w iloéci nie przekraczajacej
5 g-dm™, ale zostal zutylizowany w trakcie procesu. Duze
iloéci ubocznego kwasu cytrynowego odnotowano w hodowli
z udziatem szczepu IBR 6/2, (14,5 g - dm™). Inne szczepy A. ni-
ger produkowaly kwas cytrynowy w niewielkich iloéciach od
1,4 do 4,9 gdm™.

Badane szczepy A. niger produkowaly kwas szczawiowy
z wydajnoécia od 0,59 g- g do 0,95 g-g! (Tabl. 1). Szczep A.
niger 13/33 wyrédzniat sie wysoka wydajnoscia produkeji kwa-
su szczawiowego, zaréwno liczong w stosunku do dodanego
jak i zuzytego substratu, odpowiednio 0,93 g-g110,95 g-g™.
Wedlug innych autoréw wydajnoéé produkcji kwasu szcza-
wiowego z lipidéw znacznie przekracza wartoéé 1 gg™ [6, 8, 9],
natomiast w hodowlach na cukrach wydajno$é kwasu szcza-
wiowego rzadko osiaga 0,5 g- g™ [5, 4].

W badaniach wlasnych objetoéciowa szybko$é produkeji
kwasu szczawiowego, jeden z najwazniejszych parametréw
hodowlanych, wynosita od 4,37 g-dm™d" w hodowli szczepu
F12 do 6,96 g-dm™®-d' w hodowli szczepéw XP i 13/33
(Tabl. 1) 1 byla nizsza niz w hodowlach prowadzonych
w podlozach z lipidami, gdzie przekraczata 9 g-dm™-d* [6, 8]
1 byla zblizona do wielko$ci uzyskiwanych w procesach z we-
glowodanami, gdzie osiagata wartosci od 3.4 to 6,8 g-dm™- d™
[3-5, 11]. Rys. 1 przedstawia zmiany szybkosci objetosciowej
produkcji kwasu szczawiowego w czasie hodowli okresowych
badanych szczepdéw A. niger. Najwyzsze wartoéci tego para-
metru 10,8112,0g- dm™ - d! stwierdzono w 3 1 4 dniu hodowli
szczepu XP, w kolejnych dniach jego warto§é obnizyla sie do
8,6 g-dm™®-d?'. Niewiele nizsza produktywnoéé¢ uzyskano
w hodowli szczepu 13/33, jej warto$¢ w 4 dniu procesu wyno-
sita 11,5 g-dm™-d'. Rymowicz i Lenart [6] wykazali, ze po-
miedzy 2 a 4 dniem procesu produkcji kwasu szczawiowego
z surowego oleju rzepakowego 1 porafinacyjnych kwaséw

Tablica 1
Charakterystyka procesu produkcji kwasu szczawiowego przez
rozne szczepy A. niger w hodowlach okresowych w podlozu
zawierajacym 50 g -dm™ frakeji glicerynowej i pH 4,0

Kwas Kwas Q

Szczepy | Biomasa | szcza- cytry- Yo Yk 5
A niger | [g-dm?] | wiowy | nowy |[g.am? | [g-dm?) | € éhl?

[g-dm?] | [g-dm?]
XP 15,3 48,7 0 0,88 0,88 6,96
13/33 25,7 48,3 0 0,93 0,95 6,90
IBR 6/2 10,1 36,2 14,5 0,74 0,82 5,17
CW 21,7 32,3 0 0,67 0,76 4,61
F12 14,9 30,6 1,6 0,59 0,59 4,37
13/32 14,1 35,9 1,4 0,65 0,73 5,17
(13521 20,3 28,4 4,9 0,64 0,64 4,61
MB 10,7 39,5 4,4 0,70 0,76 5,64
Y, g -g '] wydajnosé produkeji kwasu szczawiowego w stosunku
do dodanego substratu
Yy [g - g '] wydajnoéé produkeji kwasu szczawiowego w stosunku
do zuzytego substratu
Q, [g -dm™ d'] szybkoéé objetoéciowa produkeji kwasu szczawiowego
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Rys. 1. Zmiany szybkosci objetoSciowej produkcji kwasu szcza-

wiowego (@) w czasie hodowli okresowych réoznych szczepow

A. niger w podlozu zawierajacym 50 g -dm™ frakcji glicerynowej
ipH 4,0

thuszczowych 12-16
g-dm?.d%

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢,
ze surowa frakcja glicerynowa, ktéra nie byta poddana zad-
nym procesom oczyszczania, jest dobrym zZrédlem wegla
1 energii dla procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przez
grzyby A. niger. Spo$réd o$miu badanych szczepow A. niger,
dwa szczepy 13/33 1 XP wyrédznialy sie wysoka dynamika
1 wydajnoscia produkeji kwasu szczawiowego. Jako producen-
ta kwasu szczawiowego z frakcji glicerynowej wybrano szczep
A. niger XP. Szczep 13/33 zostal uznany za mniej uzyteczny
ze wzgledu na powstajacy w trakcie biosyntezy produkt
uboczny, jakim jest kwasu cytrynowy. Wytypowanie szczepu
producenckiego daje podstawy do dalszych badan nad techno-
logia produkcji kwasu szczawiowego z frakeji glicerynowe;.
Wykorzystywanie na przemystowa skale odpadéw z produkeji
biodiesla, jako substratu do produkeji kwasu szczawiowego,
moze przynie$¢ korzySci zaréwno ekonomiczne jak i ekolo-
giczne.

szybko§é  objetosciowa  wynosila
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