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WPROWADZENIE

W mikroglonach upartuje się potencjał do 
produkcji biodiesla ze względu na odpowiednio 
generowany przez nie profil kwasów tluszczo-
wych [6, 15, 20]. Najnowsze badania wykazały, 
że wytwarzanie biopaliw przy użyciu mikroalg 
w dużej mierze opiera się na identyfikacji odpo-
wiednich gatunków mikroalg oraz optymalizacji 
warunków uprawy [4, 13]. Jednym z głównych 
wyzwań na drodze do opłacalności tego procesu 
jest zwiększenie produktywności biomasy i wy-
dajności lipidów [5]. Olejodajne szczepy mikro-

alg można podzielić na dwie grupy: pierwsza 
o wysokiej zawartości oleju, ale słabym wzroście 
oraz druga o niskiej zawartości oleju ale zdolno-
ści do szybkiego wzrostu [3, 14]. Szczepem mi-
kroglonów, charakteryzującym się zarówno szyb-
kim przyrostem biomasy jak i stosunkowo wy-
soką zawartością lipidów (25–55%) jest gatunek 
Chlorella vulgaris [2]. Hodowla mikroglonów 
opiera się na optymalizacji czynników powodu-
jących wzrost tj. stężenia biogenów w pożywce, 
kontroli natężenia światła, temperatury, zasolenia 
oraz stężenia ditlenku węgla. Etapem kierunkują-
cym mikroglony na akumulację lipidów (głównie 
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STRESZCZENIE
Hodowla i wykorzystanie mikroglonów jest obecnie intensywnie rozwijającym się obszarem badawczym. Niektó-
re gatunki mikroalg, w odpowiednich warunkach, gromadzą duże ilości tłuszczu w komórkach, który ma odpo-
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lipidów jest hodowla w określonych warunkach fizykochemicznych. Celem badań było określenie wpływu zmien-
nego stężenia fosofru w medium hodowlanym na olejogenność mikroglonów Chlorella vulgaris oraz wyznaczenie 
parametrów hodowli w trybie szoku. Przeprowadzone badania potwierdziły możliwość stosowania szoku fosfo-
rowego w celu makasymalizacji syntezy lipidów przez mikroglony Chlorella vulgaris. W trakcie badań uzyskano 
45,23% oleju z biomasy z hodowli z szokiem fosforowym, natomiast z biomasy pochodzącej z hodowli standar-
dowej uzyskano o 18% oleju mniej niż z biomasy pochodzącej z hodowli z deficytem fosforu.
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Rys. 1. Wpływ parametrów hodowli na powstającą biomasę [na podstawie 21]
Fig. 1. Influence of breeding parameters on biomass [based on 21]

triacylogliceroli) jest hodowla w określonych wa-
runkach fizykochemicznych [11, 18]. Zazwyczaj, 
gdy mikroalgi hoduje się w niskich stężeniach 
składników odżywczych ich wzrost jest zahamo-
wany, lecz ograniczenie ilości składników pokar-
mowych jest skuteczną metodą stwarzania presji 
środowiskowej aby zwiększyć stopień gromadze-
nia lipidów (rys. 1) [16, 10].

Ograniczenie ilości biogenów prowadzi nie 
tylko do nagromadzenia substancji lipidowych, 
ale też powoduje stopniowe zmiany składu li-
pidowego z wolnych kwasów tłuszczowych do 
triacylogriceroli. Jest to sposób na manipulację 
hodowlą i ma istotny wpływ na zawartość lipi-
dów u wielu gatunków mikroglonów [5]. Wśród 
składników odżywczych deficyt azotu jest jed-
nym z najważniejszych czynników mających 
wpływ na metabolizm lipidów w glonach. Ogólna 
tendencja do gromadzenia się lipidów, zwłaszcza 
triacylogliceroli w odpowiedzi na deficyt azotu 
zaobserwowano dla wielu gatunków i szczepów 
różnych grup taksonomicznych glonów. Badania 
prowadzone przez Xin i in. wykazały, że prowa-
dzenie hodowli glonów Scenedesmus sp. z defi-
cytem biogenów skutkuje wzrostem zawartości 
lipidów w biomasie z 14 do 31% [7, 17]. Skład-
nikami odżywczymi, których deficyt stymulu-
je nagromadzenie lipidów są również fosforany 
i siarczany oraz węgiel organiczny w przypadku 
hodowli heterotroficznych (19). 

Celem badań było określenie wpływu zmien-
nego stężenia związków fosforu w medium ho-
dowlanym na olejogenność mikroglonów Chlo-
rella vulgaris oraz wyznaczenie parametrów ho-
dowli w trybie szoku. Przyjęta teza badawcza za-
kładała, że manipulacje w prowadzeniu procesu 
hodowli poprzez zmiany zawartości fosforanów 
w medium wpłyną na ilość i skład uzyskiwanego 
oleju z biomasy mikroglonów. 

METODYKA

Kompozycja taksonomiczna inokulum oparta 
była na monokulturze zielenic Chlorella vulgaris. 
Hodowlę prowadzono w skali laboratoryjnej w 3 
fotobioreaktorach rurowych o pojemności robo-
czej 2 dm3 każdy. Schemat stanowiska badawcze-
go przedstawiono na rysunku 2.

Reaktory umieszczono w szafie klimatycznej, 
w której panowała temperatura 24±1◦C. Oświe-
tlenie z intensywnością 0,7 kLux realizowano za 
pomocą świetlówek jeżeniowych o temperaturze 
barwowej 3600K. W celu równomiernego dostę-
pu glonów dwutlenku węgla, składników pokar-
mowych i światla reaktory mieszano za pomocą 
sprężonego powietrza z wydajnościa 5 l/min. 
Czas trwania hodowli wynosił 28 dób. Do układu 
eksperymentalnego wprowadzono taką ilość za-
gęszczonej biomasy, aby początkowa koncentra-
cja mikroglonów w medium hodowlanym wyno-
siła 200±10 mg s.m./dm3. Pożywkę syntetyczną 
stworzono wg przepisu SAG dedykowaną bada-
nemu gatunkowi mikroglonów. Skład pożywki 
przedstawiono w tabeli 1.

Badania podzielono na 2 etapy badawcze. 
W części pierwszej zmierzano do określenia efek-
tywności oraz tempa wykorzystania biogennych 
substancji pożywkowych, tzn. ortofosforanów 
(PO4

3-) i azotanów (N-NO3
-) medium hodowla-

nego w procesie początkowej fazy przyrostu bio-
masy mikroglonów. Etap I (hodowla standardowa 
STD) prowadzono do momentu uzyskania kon-
centracji biomasy >1500 mg/dm3. Następnie bio-
masę zagęszczano do 15% objętości początkowej. 
Biomasa ta stanowiła inokulum w II etapie badań, 
którym była hodowla w trybie szoku fosforowe-
go (SZOK_P). Tryb szoku fosforowego polegał 
na rozpoczęciu hodowli z pożywką syntetyczną 
SAG bez suplementacji związków fosforu. Po 7 
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dniach do hodowli dostarczano związki fosforu 
tj. K2HPO4 oraz KH2PO4. 

W etapie I i II co 48h wykonywano analizy 
fizykochemiczne. Do określenia stężenia związ-
ków biogennych zastosowano metodę testów 
kuwetowych LCK Hach Lange. W medium ho-
dowlanym kontroli podlegały następujące para-
metry: związki organiczne wyrażone w ChZT, 
węgiel organiczny (TOC), azot całkowity (NTot.), 
azot azotanowy V (N-NO3-), azot azotanowy III 
(N-NO2-), fosfor całkowity (PTot.), ortofosforany 
(PO4

3-) oraz pH. W celu określenia tempa przyro-
stu biomasy wykorzytywano sondę Zolitax firmy 
Hach Lange (Niemcy) umieszczoną w medium 
hodowlanym w całym okresie hodowli zarówno 
w I i II etapie badawczym. Po 14 dobach Eta-
pu II biomasę zagęszczano do objętości 200ml 
oraz poddawano analizie ilościowej z użyciem 

wagosuszarki Onyx. Lipidy ekstrahowano z za-
wiesiny mikroglonów wg zmodyfikowanej meto-
dy Bligh and Dyer z użyciem chloroformu oraz 
metanolu w stosunku 2:1 [1]. Po 48 h biomasę 
odwirowywano a uzyskany ekstrakt odparowy-
wano na łaźni wodnej. Analizę profilu estrów 
metylowych kwasów tłuszczowych (FAME) 
wykonywano metodą chromatografii gazowej 
na chromatografie płomieniowo-jonizacyjnym. 
Analizę statystyczną uzyskanych wyników wy-
konano w oparciu o pakiet STATISTICA 10 PL. 
Weryfikację hipotezy dotyczącej rozkładu każdej 
badanej zmiennej określano na podstawie testu 
W Shapiro – Wilka. W celu stwierdzenia istotno-
ści różnic miedzy zmiennymi przeprowadzono 
jednoczynnikową analizę wariancji (ANOVA). 
W celu sprawdzenia istotności między analizo-
wanymi zmiennymi wykorzystano test rozsądnej 
istotnej różnicy RIR Tukeya. W testach przyjęto 
poziom istotności α = 0,05.

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Pierwsza część prowadzonych badań trwa-
ła 14 dób. W tym okresie nastąpiło sukcesywne 
zmniejszanie się stężenia biogenów w medium 
hodowlanym (rys. 3). Poziom wyjściowy orto-
fosforanów wynosił 50,3 mg PO4

3-
./dm3. W czasie 

trwania etapu I ilość tego związku ograniczono 
o 16% do wartości 42,1 mg PO4

3-
./dm3. W etapie 

II początkowa zawartość ortofosforanów wynosi-
ła 40,1 mg PO4

3-
./dm3 i do 7 doby hodowli w trybie 

szoku następowało zużywanie fosforu do warto-
ści 36,2 mg PO4

3-
./dm3. W 7 dobie do medium ho-

dowlanego dodano K2HPO4 oraz KH2PO4 w ilości 
wynikającej z przepisu na pożywkę SAG. Skut-
kiem tego zabiegu była zmiana koncentacji orto-
fosforanów w medium hodowalnym, tj. wzrostu 
stężenia PO4

3- do wartości 53,2 mg PO4
3-

./dm3. Do 

Tabela 1. Medium hodowlane
Table 1. Culture medium

Wyszczególnienie R-r wyjściowy, 
g/dm3 Dawka, ml

NaNO3 75,0 10
CaCl2·2H2O 2,5 10

MgSO4·7H2O 7,5 10
K2HPO4·3H2O 7,5 10

KH2PO4 17,5 10
NaCl 2,5 10

Mikroelementy 6

Mikroelementy R-r wyjściowy, mg/dm3

FeCl3·3H2O 97,0
MnCl2·4H2O 41,0

ZnCl2 5,0
CoCl2·3H2O 2,0

Na2MoO4·2H2O 4,0

Rys. 2. Schemat stanowiska do hodowli mikro-
glonów: 1 – fotobioreaktor rurowy, 2 – źródło 
światła, 3 – pompa perystaltyczna, 4 – sonda 

multiparametryczna 
Fig. 2. Scheme of the experimental stand: 1 – tube 
photobioreactor, 2 – light, 3 – peristaltic pump, 4 

– probe
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końca eksperymentu ilość ortofosforanów została 
ograniczona do wartości 43,7 mg PO4

3-
./dm3.

Zarówno w etapie I jak i II obserwowa-
no stopniowe zmniejszanie się ilości azotanów 
(rys. 3), w etapie I jego stężenie zostało ograni-
czone o 76% z wyjściowego poziomu 37,3 mg 
N-NO3

-/dm3 do wartości 9,17 mg N-NO3
-/dm3. 

W II etapie ilość tego wskaźnika ograniczono 
jedynie o 26% (rys. 3). 

Wraz ze wzrostem biomasy wzrastała war-
tość ChZT (rys.4). Początkowo zapotrzebowanie 
wynosiło 26,2 mg O2/dm3 i do końca etapu I war-
tość tego parametru wzrosła do 310 mg O2/dm3. 
W etapie II końcowa wartość wynosiła 384 mg 
O2/dm3. Analogiczną zależność zaobserwowano 
w wartościach węgla ogólnego (TOC). Początko-
wo wartość tego parametru wynosiła 26,2 mg O2/
dm3, w 14 dobie 42,2 mg O2/dm3 a jego ostateczna 
wartość wyniosła 48,5 mg O2/dm3 (rys.4).

Tempo wzrotu mikroglonów w medium ho-
dowlanym przedstawiono na rys. 5 (rys.5). Istot-
ny wzrost koncentracji biomasy glonów w reak-
torze eksperymentalnym obserwowano od 4 doby 
trwania procesu (rys. 5). Szybkość wzrostu bio-

masy w etapie I wynosiła 105±3 mgs.m./dm3.
Końcowa ilość biomasy w reaktorze wynosiła 
1536 mgs.m./dm3. 

W 15 dobie trwania eksperymentu rozpoczęto 
realizację drugiej części badań, w której zawar-
tość biogennych składników odżywczych była 
pozbawiona związków fosforu. W okresie kolej-
nych 14 dni obserwowano wykładniczy wzrost 
koncentracji glonów w fotobieraktorze do warto-
ści końcowej wynoszącej 1892 mgs.m./dm3 (rys. 2). 
W etapie II szybkość wzrostu biomasy wynosiła 
25±5 mgs.m./dm3. 

Uzyskaną biomasę z hodowli STD w ilości 
2,26 gs.m.o./dm3, oraz biomasę z hodowli SZOK 
w ilości 1,68 gs.m.o./dm3 ekstrahowano metodą Bli-
ght&Dyer (tab. 2). Powstały ekstrakt oznaczano 
ilościowo metodą grawiteryczną. W trakcie ba-
dań uzyskano 45,23 % oleju z biomasy z hodowli 
SZOK_P, natomiast z biomasy pochodzącej z ho-
dowli STD uzyskano o 18% oleju mniej niż z bio-
masy pochodzącej z hodowli SZOK_P (tab. 2). 

Zmiany w sposobie hodowli mikroglonów 
wpłynęły także na jakość otrzymywanego ole-
ju (tab. 3). Analiza FAME wykazała, że kwasy 

Rys. 4. Zmiany zawartości ChZT i TOC w medium hodowlanym w I i II części badań
Fig. 4. Changes in the content of COD and TOC in the culture medium in the first and second part of the 

research

Rys. 3. Zmiany zawartości PO4
3-

 i N-NO3
- w medium hodowlanym w I i II części badań

Fig. 3. Changes in the content PO4
3-

 and N-NO3
- in the culture medium in the first and second part of the research
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tłuszczowe występujące w gatunku Chlorella 
vulgaris to: kwas tridekanowy (C13:0), kwas 
palmitynowy (C16:0), kwas stearynowy (C18:0), 
kwas kwas elaidynowy (C18:1 TRANS 9), kwas 
gamma-linolenowy (C18:3 CIS 6), kwas eikoza-
trienowy (C20:3 CIS 11). W oleju pochodzącym 
z hodowli SZOK_P uzyskano także kwas arachi-
dynowy (C20:4 CIS 5).

W hodowli prowadzonej z deficytem fosfo-
tu uzyskano znacznie większą sumaryczną ilość 
kwasów tłuszczowych, jednak analiza ich pro-
centowego udziału zarówno w hodowli standar-
dowej jak i hodowli w trybie szoku nie wykazał 
istotnych różnic (tab. 3). Wielonienasycone kwa-
sy tłuszczowe stanowiły większościowy udział 
w profilu kwasów tłuszczowych i stanowiły po-
nad 55% zdefiniowanych kwasów.

DYSKUSJA

W literaturze szeroko opisuje się wpływ szo-
ku wywołanego deficytem azotu, na możliwości 
komorek mikroglonów do generowania znaczą-
cych ilości lipidów. Z badań przeprowadzonych 
przez Larned [1998] wynika, że oprócz azotu to 
właśnie fosfor jest podstawowym składnikiem 
ograniczającym wpływającym na metabolizm 
mikroglonów. Efekt ten jest zależny od gatun-
ku mikroglonów. W warunkach ograniczeń za-
równo azotu jak i fosforu w badaniach Xin L 
i in. [2010b], zawartość lipidów Scenedesmus 
sp. LX1 była wysoka, ale wydajność lipidów 
i szybkość ich gromadzenia nie była najwyższa 
z powodu względnie niskiej biomasy glonów. Po-
twierdzają to wyniki otrzymane w opisywanym 

Rys. 5. Zmiany koncentracji biomasy mikroglonów w I i II części badań
Fig. 5. Changes in concentration of microalgae biomass in first and second part of the research 

Tabela 2. Uzysk oleju z biomasy STD i SZOK-P
Table 2. The yield of oil from biomass STD and SHOCK_P

Parametr Jednostka STD SZOK_P
Uzysk oleju g 0,61 0,76
Ilość suchej masy organicznej biomasy użytej do ekstrakcji g s.m.o. 2,26 1,68
Udział oleju w biomasie % s.m.o. 26,99 45,23

Tabela 3. Zmiany zawartości kwasów tłuszczowych
Table 3. Changes in fatty acid content

Wyszczególnienie STD SZOK_P % udział w STD % udział w SZOK_P
C13:0 3,58 5,39 3,17 3,54
C16:0 34,44 48,53 30,51 31,87
C18:0 12,11 16,12 10,72 10,59

C18:1 TRANS 9 44,50 56,84 39,43 37,33
C18:3 CIS 6 13,54 16,59 12,00 10,89
C20:3 CIS 11 4,71 7,79 4,17 5,12
C20:4 CIS 5 – 1,00 0,00 0,66

Razem 112,87 152,25 100,00 100,00
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doświadczeniu. W drugim etapie badań, gdy ho-
dowlę prowadzono z deficytem fosforu wzrost 
biomasy zostal znacząco ograniczony i w czasie 
14 d przyrost biomasy wyniósł jedynie 25 mg/
dm3/d. W tym samym czasie w hodowli STD uzy-
skiwano przyrost rzędu 100 mg/dm3/d. 

W badaniach Mujtaba i in. [2012] zastosowa-
no dwuetapowy proces, aby zwiększyć gęstość 
komórek gatunku Chlorella przez 10 dni. Zasto-
sowano tu tzw. szok azotowy tzn. hodowlę pro-
wadzono z dodatkiem azotu, a następnie warun-
ki w medium hodowlanym zostały drastycznie 
zmienione: od bogatej w składniki odżywcze do 
warunków niedoboru azotu. Analogiczne warun-
ki zastosowano w przeprowadzonym doświadze-
niu, badania również prowadzono dwuetapowo, 
lecz jako składnika limitującego użyto fosforu. 
Z badań Majtaby i in. wynika, że zawartość li-
pidów wzrósła z 14,5% (hodowla bogata w azot) 
do 24,6% (hodowla z deficytem azotu). Z prze-
prowadzonych badań wynika, że z biomasy uzy-
skanej z hodowli prowadzonej z początkowym 
deficytem fosforu uzyskano o 18% oleju więcej 
niż z hodowli standardowej. 

W badaniach Khozin-Goldberg and Cohen 
[2006] ograniczenie dostępności fosforu spowo-
dowało wzrost poziomu lipidów, głównie triacy-
logliceroli, w hodowli gatunku Monodus subter-
raneus. W przeprowadzonych badaniach różny 
spodob pozyskania biomasy nie wpłynął istotnie 
na jakość otrzymywanych estrów metyowych. 

PODSUMOWANIE

Przez zmiany zużywalności biogenów, 
w wartości ChZT i TOC oraz obserwacji kon-
centracji biomasy mikroglonów stwierdzono, że 
w II etapie badań w wyniku reakcji stresowej 
na deficyt fosforu nastąpiły zmiany w metaboli-
zmie mikroglonów. Znacznie zmniejszył się sto-
pień redukcji biogenów zużywanych na przyrost 
biomasy, co skutkowało na zmniejszenie tem-
pa przyrostu biomasy. Zmiany te wpłynęły na 
ilość i jakość uzyskanego oleju. W trakcie badań 
stwierdzono, że uzysk oleju pozyskany z hodowli 
SZOK_P osiągnął wartość 45,23%. Deficyt fos-
foru znacząco wpłynął na koncentrację lipidów 
w komórkach mikroglonów, ponieważ z bioma-
sy pochodzącej z hodowli STD uzyskano o 18% 
oleju mniej niż z biomasy pochodzącej z hodowli 
SZOK_P. Prowadzony dwustopniowy sposób ho-
dowli mikroglonów Chlorella vulgaris z deficy-

tem fosforu zakończył się sukcesem i analogicz-
na hodowla może być zastosowana dla innych 
gatunków mikroglonów. 

Podziękowania

Badania zostały zrealizowane w ramach te-
matu badawczego nr 18.620.017–300 realizowa-
nego w ramach działalności statutowej na prowa-
dzenie badań naukowych lub prac rozwojowych 
oraz zadań z nimi związanych, służących rozwo-
jowi młodych naukowców oraz uczestników stu-
diów doktoranckich.
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