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Wp³yw sk³adników pod³o¿a
na produkcjê kwasu itakonowego

przez Aspergillus terreus z glicerolu

Wprowadzenie

Kwas itakonowy (KI) powszechnie jest wykorzystywany
w przemys³owej produkcji ¿ywic, poliestrów i plastików. Jego
roczna produkcja wynosi oko³o 15 tys. ton. Grzyby z gatunku
Aspergillus terreus s¹ najlepszym producentem kwasu itako-
nowego z glukozy, fruktozy, ksylozy, melasy i hydrolizatów
skrobiowych [1–3]. W skali przemys³owej KI produkowany
jest z melasy lub glukozy przez wyselekcjonowane szczepy A.
terreus lub A. itaconicus w warunkach limitacji wzrostu fosfo-
rem. W procesie biosyntezy tego kwasu z powodzeniem by³a
wykorzystana tak¿e skrobia kukurydziana i odpady z prze-
mys³u owocowego [4, 5, 6]. Nieliczne publikacje opisuj¹ rów-
nie¿ produkcjê KI z glicerolu. Gliceryna odpadowa, jako pro-
dukt uboczny w produkcji biodiesla, jest tanim, odnawialnym
i atrakcyjnym surowcem, który mo¿e byæ wykorzystany do
produkcji KI. Jarry i Seraudie [7] opatentowali produkcjê KI
przez szczep A. terreus z glicerolu i mieszaniny glicerolu z sa-
charoz¹. Lewinson i wsp. [8] opisali proces produkcji KI z gli-
cerolu i ró¿nych cukrów przez Pseudozyma antarctica NRR-
LY-7808. Wed³ug tych badañ, szczep P. antarctica NRR-
LY-7808 produkowa³ niewielkie iloœci KI z glicerolu, laktozy,
maltozy i sacharozy, natomiast z glukozy otrzymywano oko³o
30 g � dm-3 kwasu w hodowlach wstrz¹sanych. Wed³ug licz-
nych badañ odpowiednia iloœæ N, P i Mg w pod³o¿u produkcyj-
nym oraz zawartoœæ mikroelementów takich jak Cu, Ca czy
Zn ma znaczny wp³yw na dynamikê produkcji i wydajnoœæ
kwasu itakonowego przez wykorzystywane w tej biosyntezie
grzyby z gatunku A. terreus. Tak¿e inne parametry hodowla-
ne takie jak temperatura procesu, pocz¹tkowe pH, szybkoœæ
napowietrzania i mieszania, wp³ywaj¹ w znaczny sposób na
parametry technologiczne procesu biosyntezy KI przez grzy-
by z gatunku A. terreus.

Celem niniejszych badañ by³a ocena wp³ywu wybranych
sk³adników pod³o¿a produkcyjnego: NH4NO3, KH2PO4,
CuSO4 � 5H2O i MgSO4 � 7H2O, na proces biosyntezy kwasu
itakonowego z glicerolu przez szczep A. terreus FIN.

Materia³y i metody badañ

W badaniach wykorzystano szczep A. terreus FIN po-
chodz¹cy z HAMK University of Applied Science z Finlandii.
Prowadzono 3 rodzaje hodowli: hodowle wstrz¹sane w kol-
bach sto¿kowych o poj. 300 cm3 zawieraj¹cych 50 cm3 pod³o¿a,
w bioreaktorach barbota¿owych o poj. 350 cm3, zawieraj¹cych

300 cm3 pod³o¿a oraz w 10-litrowym bioreaktorze z mie-
szad³em typu AK-210, zawieraj¹cym 3,5 dm3 pod³o¿a produk-
cyjnego. Hodowle prowadzono w temperaturze 35°C i po-
cz¹tkowym pH = 3,5. Stê¿enie glicerolu i kwasu itakonowego
oznaczano metod¹ HPLC. Biomasê oznaczano metod¹ wa-
gow¹.

Omówienie i dyskusja wyników

Oceniono wp³yw sk³adników pod³o¿a produkcyjnego takich
jak NH4NO3, KH2PO4, MgSO4 � 7H2O i CuSO4 � 5H2O na dy-
namikê i wydajnoœæ procesu produkcji KI z glicerolu przez
szczep A. terreus FIN. Wed³ug licznych studiów odpowiednia
iloœæ azotu, fosforu i magnezu oraz obecnoœæ miedzi, cynku
lub wapnia w pod³o¿u, ma istotny wp³yw na produkcjê KI
i biomasy grzybni [1, 3, 8]. W 8-dobowych hodowlach
wstrz¹sanych oceniono wp³yw stê¿enia poszczególnych sk³ad-
ników pod³o¿a na podstawowe parametry technologiczne pro-
cesu w nastêpuj¹cych zakresach: NH4NO3 od 1 do 6 gdm-3,
KH2PO4 od 0,045 do 0,139 gdm-3, MgSO4 � 7H2O od 0,25 do 3,0
gdm-3 oraz CuSO4 � 5H2O od 3,5 do 26 mg � dm-3. Jak mo¿na
zobaczyæ na rys. 1 wszystkie badane sk³adniki pod³o¿a, mia³y
wp³yw na iloœæ produkowanego KI i biomasy grzybni. Wzrost
stê¿enia Ÿród³a N powodowa³ wzrost biomasy i iloœci KI. Naj-
wy¿sze stê¿enie KI (11,3 g � dm-3) i biomasy (12 g � dm-3) ozna-
czono w hodowli zawieraj¹cej 4 g � dm-3 azotanu amonu. Wy¿-
sze iloœci azotanu amonu powodowa³y obni¿enie kwasu do
8,8 g � dm-3. W przeprowadzonych hodowlach wstrz¹sanych
i w bioreaktorze barbota¿owym wykazano znaczny wp³yw
stê¿enia P na produkcje KI. Zarówno w hodowlach wstrz¹sa-
nych jak i bioreaktorowych, najwy¿sze iloœci KI uzyskano
w pod³o¿u zawieraj¹cym 0,09 g � dm-3 KH2PO4 odpowiednio:
12,0 i 11,5 g � dm-3. Wzrost stê¿enia P powodowa³ wzrost po-
ziomu biomasy z 6,1 do 13 g � dm-3. W badanym zakresie stê-
¿enia siarczanu magnezu (0,25–3 g � dm-3), poziom biomasy
by³ podobny i wynosi³ 10,5 gdm-3, a najwy¿sze iloœci kwasu
(10,5 g � dm-3) otrzymano w hodowli zawieraj¹cej 1,5 g � dm-3

tej soli. Najwy¿sze stê¿enie KI (14,2 g � dm-3) uzyskano w ho-
dowli zawieraj¹cej 20 mg � dm-3 CuSO4 � 5H2O. Wiêksze iloœci
tej soli obni¿a³y produkcjê KI przez badany szczep A. terreus
FIN do 12,2 g � dm-3. Wed³ug licznych badañ optymalny sk³ad
pod³o¿a do efektywnej i wydajnej produkcji KI przez A. ter-
reus jest bardzo zró¿nicowany. Najczêœciej stosowanym
Ÿród³em azotu w takich procesach jest NH4NO3 w iloœciach od
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0,5 do 5,0 g � dm-3 [2, 9]. Jako Ÿród³o fosforu stosowany jest
KH2PO4 w iloœciach nie przekraczaj¹cych 0,1 gdm-3. Dwiarti
i wsp. [10] optymalizuj¹c pod³o¿e do produkcji KI z hydroliza-
tu skrobi sago w ogóle nie uwzglêdnili w sk³adzie pod³o¿a
syntetycznego Ÿród³a fosforu. W zoptymalizowanym pod³o¿u
o sk³adzie [g � dm-3]: skrobia sago – 140; namok kukurydziany
– 1,8; MgSO4 � 7H2O – 1,2 i NH4NO3 – 2,9, uzyskali w hodowli
bioreaktorowej 48,2 g � dm-3 KI. Kautola i wsp. [1] badali

wp³yw jonów metali takich jak: miedŸ, ma-
gnez i wapñ na produkcjê KI przez immobi-
lizowane komórki A. terreus. Autorzy wyka-
zali, ¿e wzrost stê¿enia glukozy lub miedzi
w pod³o¿u wymaga wzrostu stê¿enia magne-
zu albo wapnia, a dodatek chlorku wapnia
stymuluje produkcjê KI. Wyznaczone przez
nich optymalne stê¿enie MgSO4 � 7H2O – 5 g
� dm-3 by³o znacznie wy¿sze ni¿ uzyskane
w prezentowanych badaniach, natomiast
stê¿enie CuSO4 � 5H2O by³o ni¿sze i wynosi³o
13 mg � dm-3. Ustalone w hodowlach wstrz¹-
sanych optymalne dawki wybranych sk³ad-
ników pod³o¿a, zosta³y zastosowane w proce-
sie produkcji KI z glicerolu przez A. terreus
FIN w hodowli wg³êbnej w bioreaktorze. Jak
obrazuje rys. 2, produkcja KI rozpoczê³a siê
dopiero po 69 h prowadzenia procesu. Iloœæ
KI wzrasta³a w trakcie procesu, osi¹gaj¹c
maksymaln¹ wartoœæ 19,8 g � dm-3 w 11 dniu
hodowli. Wed³ug badañ innych autorów,
szczepy A. terreus w pod³o¿u z glukoz¹ pro-
dukuj¹ wy¿sze iloœci kwasu, oko³o 82,3
g � dm-3 [11]. W pod³o¿ach zawieraj¹cych,
jako Ÿród³o wêgla substraty skrobiowe,
szczepy A. terreus produkuj¹, do 62 g � dm-3

kwasu z wydajnoœci¹ oko³o 59% [6]. Ca³ko-
wita wydajnoœæ produkcji KI przez badany
szczep A. terreus FIN z glicerolu nie prze-
kracza³a 20%.

W wyniku przeprowadzonych badañ
otrzymano wstêpnie zoptymalizowany sk³ad
pod³o¿a produkcyjnego do biosyntezy kwasu
itakonowego z glicerolu. Kolejne badania
zwi¹zane z doskonaleniem procesu biosynte-
zy KI powinny uwzglêdniæ dobór warunków
hodowlanych systemu hodowlanego oraz
u¿ycie odpadowego glicerolu z produkcji bio-
diesla, celem poprawy efektywnoœci i wydaj-
noœci procesu produkcji KI z glicerolu przez
A. terreus FIN.
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Rys. 2. Przebieg procesu biosyntezy kwasu itakonowego w ho-
dowli wg³êbnej przez A. terreus FIN w pod³o¿u z glicerolem

Rys. 1. Wp³yw stê¿enia: (A) NH4NO3, (B) KH2PO4, (D) MgSO4 � 7H2O i (E) CuSO4 � 5H2O
na produkcjê biomasy (X, �) i kwasu itakonowego (KI, �) przez szczep A. terreus FIN
pod³o¿u z glicerolem w hodowlach wstrz¹sanych oraz wp³yw stê¿enia KH2PO4 na
produkcje biomasy i kwasu itakonowego przez szczep A. terreus FIN pod³o¿u z glice-

rolem w hodowlach w bioreaktorach barbota¿owych
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