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Dobór szczepów Aspergillus niger do biosyntezy
kwasu szczawiowego z frakcji glicerynowej

Wprowadzenie

W skali przemys³owej kwas szczawiowy produkowany jest
tylko metod¹ chemiczn¹. Poniewa¿ procesy te generuj¹ du¿e
iloœci toksycznych odpadów ci¹gle poszukuje siê nowych tech-
nologii otrzymywania tego kwasu. Obiecuj¹c¹ alternatyw¹
dla procesów chemicznych s¹ metody biotechnologiczne.
W zale¿noœci od stosowanego Ÿród³a wêgla oraz warunków
prowadzenia hodowli grzyby A. niger produkuj¹ z cukrów ró¿-
ne kwasy organiczne, w tym kwas szczawiowy. W pH obojêt-
nym i przy nadmiarze fosforu dochodzi u A. niger do indukcji
hydrolazy szczawiooctanowej, która rozk³ada szczawiooctan
do kwasu szczawiowego i octowego [1]. W pH kwaœnym i przy
deficycie fosforu g³ównym produktem metabolizmu A. niger
jest kwas cytrynowy. W opisywanych procesach biosyntezy
kwasu szczawiowego najczêœciej stosowane s¹ substraty wê-
glowodanowe, takie jak sacharoza, glukoza, laktoza oraz su-
rowce odpadowe z przemys³u spo¿ywczego i z rolnictwa za-
wieraj¹ce ró¿ne cukry, takie jak melasa buraczana, serwatka
czy s³odkie ziemniaki [2–4]. Spoœród substratów wêglowoda-
nowych najbardziej obiecuj¹cym jest laktoza. Szczep A. niger
1120 w pod³o¿u z laktoz¹, w pH powy¿ej 6, produkowa³ naj-
wiêcej kwasu szczawiowego do 41 gdm-3, z najwy¿sz¹ wydaj-
noœci¹ produkcji tego kwasu 0,54 gg-1 [4, 5].

Nasze wczeœniejsze badania wykaza³y, ¿e zastosowanie
substratów lipidowych do biosyntezy kwasu szczawiowego
przez wyselekcjonowany szczep A. niger XP pozwoli³o na uzy-
skanie wy¿szej koncentracji kwasu do 68 g � dm-3 w pod³o¿u
o pH 4,0. Ponadto, produktywnoœæ i wydajnoœæ kwasu szcza-
wiowego z substratów t³uszczowych by³a znacznie wy¿sza
w porównaniu do procesów prowadzonych w pod³o¿ach z do-
datkiem sacharydów [6–9]. W dostêpnej literaturze brak jest
publikacji zwi¹zanych z zagadnieniem produkcji kwasu
szczawiowego z frakcji glicerynowej. Odpadowa frakcja glice-
rynowa powstaje w procesie produkcji biodiesla z olejów roœ-
linnych i stanowi ok. 10–20% masy u¿ytego oleju [10].

Celem pracy by³o wyselekcjonowanie szczepu A. niger do
wydajnej i efektywnej produkcji kwasu szczawiowego z frak-
cji glicerynowej.

Materia³y i metody badañ

W badaniach wykorzystywano nastêpuj¹ce szczepy A. ni-
ger: dwa mutanty UV 13/33 i 13/32 pochodz¹ce z Uniwersyte-
tu Przyrodniczego w Lublinie; cztery UV mutanty CH11/21,
IBR6/2, MB i XP pochodz¹cych z Uniwersytetu Ekonomiczne-
go we Wroc³awiu; dwa szczepy dzikiego typu F12 i CW po-
chodz¹ce z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc³awiu.
W badaniach, jako substrat stosowano frakcjê glicerynow¹,
która pochodzi³a z instalacji pilotowej produkcji biopaliw

z oleju rzepakowego utworzonej na Wydziale Chemii Uniwer-
sytetu Wroc³awskiego. Zawartoœæ glicerolu w otrzymanej od-
padowej frakcji glicerynowej wynosi³a oko³o 45% (w/w), resztê
stanowi³y kwasy t³uszczowe oraz estry etylowe i myd³a.
Pod³o¿e produkcyjne zawiera³o [g]: frakcje glicerynow¹ – 50,
KH2PO4 – 0,25; NH4NO3 – 1; MgSO4 � 7H2O – 0,3; FeSO4 �
7H2O – 0,1; ZnSO4 � 7H2O – 0,2 i SPAN 20–0,75 w 1 dm3 wody
wodoci¹gowej. Hodowle produkcyjne prowadzono przez 7 dni
w 5-litrowym bioreaktorze typu BIOFLO III firmy New
Brunswick zawieraj¹cym 2,5 dm3 pod³o¿a produkcyjnego,
przy szybkoœci mieszania 500 rpm, szybkoœci napowietrzania
1 vvm i pH 4,0. Stê¿enie glicerolu, kwasów szczawiowego i cy-
trynowego oznaczano metod¹ HPLC. Biomasê i kwasy
t³uszczowe oznaczano metod¹ wagow¹.

Omówienie i dyskusja wyników

Proces biosyntezy kwasu szczawiowego z frakcji gliceryno-
wej z u¿yciem ró¿nych szczepów A. niger przeprowadzono
w 7-dobowych hodowlach periodycznych w warunkach obni¿-
onego pH 4,0.

Wszystkie szczepy A. niger produkowa³y kwas szczawiowy,
jednak z ró¿n¹ dynamik¹, wydajnoœci¹ i czystoœci¹ procesu,
co obrazuje tablica 1. Kwas szczawiowy stanowi³ g³ówny pro-
dukt biosyntezy we wszystkich hodowlach. Jego zawartoœæ
w pod³o¿u, po zakoñczeniu procesu biosyntezy, waha³a siê od
28,4 do 48,7 g � dm-3. Szczepy XP i 13/33 produkowa³y najwy¿-
sze iloœci kwasu szczawiowego, powy¿ej 48 g � dm-3. Tak wyso-
kich stê¿eñ produktu nie odnotowano w hodowlach A. niger
w pod³o¿ach z wêglowodanami. Bohlmann i wsp. [5] uzyskali
41,4 g � dm-3 kwasu szczawiowego, w 13 dobowej hodowli
szczepu A. niger 1120, w pod³o¿u serwatkowym, które zawie-
ra³o 12% laktozy. Rymowicz i Lenart [6], którzy prowadzili
proces biosyntezy kwasu szczawiowego w pod³o¿u zawie-
raj¹cym 50 g � dm-3 porafinacyjnych kwasów t³uszczowych,
otrzymali 68, 1 g � dm-3 kwasu w hodowli ze szczepem A. niger
XP. Jest to najwy¿sze, opisane w literaturze, stê¿enie kwasu
szczawiowego otrzymanego na drodze biologicznej. W pod³o-
¿ach zawieraj¹cych lipidy szczepy A. niger produkowa³y nie-
znaczne iloœci ubocznego kwasu cytrynowego, poni¿ej
2 g � dm-3 [6, 8, 9]. Czystoœæ fermentacji w procesach, w któ-
rych stosowano substraty wêglowodanowe, a w szczególnoœci
sacharozê, by³a ze wzglêdu na produkcjê ubocznego kwasu
glukonowego i cytrynowego bardzo niska. Wed³ug Strasser
i wsp. [3] i Cameselle i wsp. [11] iloœæ kwasu cytrynowego
i glukonowego by³a odpowiednio, w zakresie 3,6–6 gdm-3

i 32,9–63 gdm-3. W niniejszej pracy, po zakoñczeniu hodowli
mutantów XP i 13/33 oraz szczepu typu dzikiego CW
w brzeczce nie by³o produktów ubocznych (Tabl. 1). Nale¿y
jednak zaznaczyæ, ¿e kwas cytrynowy pojawi³ siê w trakcie
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hodowli szczepów 13/33 i CW, w iloœci nie przekraczaj¹cej
5 g � dm-3, ale zosta³ zutylizowany w trakcie procesu. Du¿e
iloœci ubocznego kwasu cytrynowego odnotowano w hodowli
z udzia³em szczepu IBR 6/2, (14,5 g � dm-3). Inne szczepy A. ni-
ger produkowa³y kwas cytrynowy w niewielkich iloœciach od
1,4 do 4,9 gdm-3.

Badane szczepy A. niger produkowa³y kwas szczawiowy
z wydajnoœci¹ od 0,59 g � g-1 do 0,95 g � g-1 (Tabl. 1). Szczep A.
niger 13/33 wyró¿nia³ siê wysok¹ wydajnoœci¹ produkcji kwa-
su szczawiowego, zarówno liczon¹ w stosunku do dodanego
jak i zu¿ytego substratu, odpowiednio 0,93 g � g-1 i 0,95 g � g-1.
Wed³ug innych autorów wydajnoœæ produkcji kwasu szcza-
wiowego z lipidów znacznie przekracza wartoœæ 1 gg-1 [6, 8, 9],
natomiast w hodowlach na cukrach wydajnoœæ kwasu szcza-
wiowego rzadko osi¹ga 0,5 g � g-1 [5, 4].

W badaniach w³asnych objêtoœciowa szybkoœæ produkcji
kwasu szczawiowego, jeden z najwa¿niejszych parametrów
hodowlanych, wynosi³a od 4,37 g � dm-3d-1 w hodowli szczepu
F12 do 6,96 g � dm-3 � d-1 w hodowli szczepów XP i 13/33
(Tabl. 1) i by³a ni¿sza ni¿ w hodowlach prowadzonych
w pod³o¿ach z lipidami, gdzie przekracza³a 9 g � dm-3 � d-1 [6, 8]
i by³a zbli¿ona do wielkoœci uzyskiwanych w procesach z wê-
glowodanami, gdzie osi¹ga³a wartoœci od 3.4 to 6,8 g � dm-3 � d-1

[3–5, 11]. Rys. 1 przedstawia zmiany szybkoœci objêtoœciowej
produkcji kwasu szczawiowego w czasie hodowli okresowych
badanych szczepów A. niger. Najwy¿sze wartoœci tego para-
metru 10,8 i 12,0 g � dm-3 � d-1 stwierdzono w 3 i 4 dniu hodowli
szczepu XP, w kolejnych dniach jego wartoœæ obni¿y³a siê do
8,6 g � dm-3 � d-1. Niewiele ni¿sz¹ produktywnoœæ uzyskano
w hodowli szczepu 13/33, jej wartoœæ w 4 dniu procesu wyno-
si³a 11,5 g � dm-3 � d-1. Rymowicz i Lenart [6] wykazali, ¿e po-
miêdzy 2 a 4 dniem procesu produkcji kwasu szczawiowego
z surowego oleju rzepakowego i porafinacyjnych kwasów

t³uszczowych szybkoœæ objêtoœciowa wynosi³a 12–16
g � dm-3 � d-1.

Na podstawie przeprowadzonych badañ mo¿na stwierdziæ,
¿e surowa frakcja glicerynowa, która nie by³a poddana ¿ad-
nym procesom oczyszczania, jest dobrym Ÿród³em wêgla
i energii dla procesu biosyntezy kwasu szczawiowego przez
grzyby A. niger. Spoœród oœmiu badanych szczepów A. niger,
dwa szczepy 13/33 i XP wyró¿nia³y siê wysok¹ dynamik¹
i wydajnoœci¹ produkcji kwasu szczawiowego. Jako producen-
ta kwasu szczawiowego z frakcji glicerynowej wybrano szczep
A. niger XP. Szczep 13/33 zosta³ uznany za mniej u¿yteczny
ze wzglêdu na powstaj¹cy w trakcie biosyntezy produkt
uboczny, jakim jest kwasu cytrynowy. Wytypowanie szczepu
producenckiego daje podstawy do dalszych badañ nad techno-
logi¹ produkcji kwasu szczawiowego z frakcji glicerynowej.
Wykorzystywanie na przemys³ow¹ skalê odpadów z produkcji
biodiesla, jako substratu do produkcji kwasu szczawiowego,
mo¿e przynieœæ korzyœci zarówno ekonomiczne jak i ekolo-
giczne.
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Rys. 1. Zmiany szybkoœci objêtoœciowej produkcji kwasu szcza-
wiowego (Q) w czasie hodowli okresowych ró¿nych szczepów
A. niger w pod³o¿u zawieraj¹cym 50 g � dm-3 frakcji glicerynowej

i pH 4,0

Tablica 1
Charakterystyka procesu produkcji kwasu szczawiowego przez

ró¿ne szczepy A. niger w hodowlach okresowych w pod³o¿u
zawieraj¹cym 50 g �dm-3 frakcji glicerynowej i pH 4,0

Szczepy

A. niger

Biomasa

[g � dm-3]

Kwas
szcza-
wiowy

[g � dm-3]

Kwas
cytry-
nowy

[g � dm-3]

YC

[g � dm-3]

YK

[g � dm-3]

Q

[g � dm-3

� d-1]

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

F 12 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

CH
11/21

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

YC, [g � g-1] wydajnoœæ produkcji kwasu szczawiowego w stosunku
do dodanego substratu

YK, [g � g-1] wydajnoœæ produkcji kwasu szczawiowego w stosunku
do zu¿ytego substratu

Q, [g � dm-3 � d-1] szybkoœæ objêtoœciowa produkcji kwasu szczawiowego


	2012-3

