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STRESZCZENIE

Hodowla i wykorzystanie mikroglonéw jest obecnie intensywnie rozwijajacym si¢ obszarem badawczym. Niekto-
re gatunki mikroalg, w odpowiednich warunkach, gromadza duze ilosci thuszczu w komorkach, ktory ma odpo-
wiedni profil kwasow thuszczowych do produkcji biodiesela. Etapem kierunkujagcym mikroglony na akumulacje
lipidéw jest hodowla w okreslonych warunkach fizykochemicznych. Celem badan byto okreslenie wptywu zmien-
nego stezenia fosofru w medium hodowlanym na olejogenno$¢ mikroglonow Chlorella vulgaris oraz wyznaczenie
parametrow hodowli w trybie szoku. Przeprowadzone badania potwierdzity mozliwos¢ stosowania szoku fosfo-
rowego w celu makasymalizacji syntezy lipidow przez mikroglony Chlorella vulgaris. W trakcie badan uzyskano
45,23% oleju z biomasy z hodowli z szokiem fosforowym, natomiast z biomasy pochodzacej z hodowli standar-
dowej uzyskano o 18% oleju mniej niz z biomasy pochodzacej z hodowli z deficytem fosforu.

Stowa kluczowe: mikroglony, lipidy, biodiesel

LIPID ACCUMULATION OF CHLORELLA VULGARIS UNDER DIFFERENT PHOSPHATE
CONCENTRATIONS

ABSTRACT

The cultivation and utilization of microalgae is now a intensively developing area of research. Some species of
microalgae, under appropriate conditions, accumulate large amounts of lipids in the cells. This lipids have a su-
itable profile of fatty acids for biodiesel production. The culture of microalgae for lipids accumulation should be
performed in certain physicochemical conditions. The aim of the study was to determine the effect of variable
ortophophates concentrations in the culture medium for lipids accumulation of microalgae Chlorella vulgaris and
to determine of parameters of the phosphoric shock in the medium. The study confirmed the possibility of the use
of the phosphoric shock in the medium to maximize lipids accumulation by the microalgae Chlorella vulgaris. In
the study, 45.23% of the oil was obtained from the biomass from the culture with phosphoric shock in the medium
and 18% less of the oil was obtained from the biomass from the standard culture.

Keywords: microalgae, lipid, biodiesel

WPROWADZENIE

W mikroglonach upartuje si¢ potencjat do
produkcji biodiesla ze wzgledu na odpowiednio
generowany przez nie profil kwasow tluszczo-
wych [6, 15, 20]. Najnowsze badania wykazaly,
ze wytwarzanie biopaliw przy uzyciu mikroalg
w duzej mierze opiera si¢ na identyfikacji odpo-
wiednich gatunkéw mikroalg oraz optymalizacji
warunkow uprawy [4, 13]. Jednym z gtownych
wyzwan na drodze do optacalnosci tego procesu
jest zwiekszenie produktywnosci biomasy i wy-
dajnosci lipidow [5]. Olejodajne szczepy mikro-

alg mozna podzieli¢ na dwie grupy: pierwsza
o wysokiej zawartosci oleju, ale stabym wzroscie
oraz druga o niskiej zawartosci oleju ale zdolno-
sci do szybkiego wzrostu [3, 14]. Szczepem mi-
kroglonow, charakteryzujgcym si¢ zarowno szyb-
kim przyrostem biomasy jak i stosunkowo wy-
soka zawarto$cig lipidow (25-55%) jest gatunek
Chlorella vulgaris [2]. Hodowla mikroglonow
opiera si¢ na optymalizacji czynnikow powodu-
jacych wzrost tj. stezenia biogendw w pozywce,
kontroli natezenia Swiatta, temperatury, zasolenia
oraz stezenia ditlenku wegla. Etapem kierunkuja-
cym mikroglony na akumulacje lipidow (glownie
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triacylogliceroli) jest hodowla w okreslonych wa-
runkach fizykochemicznych [11, 18]. Zazwyczaj,
gdy mikroalgi hoduje si¢ w niskich stezeniach
sktadnikow odzywczych ich wzrost jest zahamo-
wany, lecz ograniczenie ilosci sktadnikow pokar-
mowych jest skuteczng metoda stwarzania presji
srodowiskowej aby zwigkszy¢ stopien gromadze-
nia lipidow (rys. 1) [16, 10].

Ograniczenie ilo$ci biogenéw prowadzi nie
tylko do nagromadzenia substancji lipidowych,
ale tez powoduje stopniowe zmiany sktadu li-
pidowego z wolnych kwasow ttuszczowych do
triacylogriceroli. Jest to sposéb na manipulacje
hodowlg i ma istotny wptyw na zawarto$¢ lipi-
déw u wielu gatunkow mikroglonow [5]. Wsrod
sktadnikow odzywczych deficyt azotu jest jed-
nym z najwazniejszych czynnikow majacych
wplyw na metabolizm lipidéw w glonach. Ogolna
tendencja do gromadzenia si¢ lipidow, zwlaszcza
triacylogliceroli w odpowiedzi na deficyt azotu
zaobserwowano dla wielu gatunkéw i1 szczepow
roznych grup taksonomicznych glonéw. Badania
prowadzone przez Xin i in. wykazaty, ze prowa-
dzenie hodowli glonow Scenedesmus sp. z defi-
cytem biogendéw skutkuje wzrostem zawartosci
lipidow w biomasie z 14 do 31% [7, 17]. Sktad-
nikami odzywczymi, ktorych deficyt stymulu-
je nagromadzenie lipidow sg réwniez fosforany
i siarczany oraz wegiel organiczny w przypadku
hodowli heterotroficznych (19).

Celem badan byto okreslenie wptywu zmien-
nego stezenia zwigzkow fosforu w medium ho-
dowlanym na olejogennos$¢ mikroglonow Chlo-
rella vulgaris oraz wyznaczenie parametrow ho-
dowli w trybie szoku. Przyjeta teza badawcza za-
ktadata, ze manipulacje w prowadzeniu procesu
hodowli poprzez zmiany zawartosci fosforanow
w medium wptyng na ilo$¢ i sktad uzyskiwanego
oleju z biomasy mikroglonéw.

Hodowla standardowa

’01
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METODYKA

Kompozycja taksonomiczna inokulum oparta
byta na monokulturze zielenic Chlorella vulgaris.
Hodowle prowadzono w skali laboratoryjnej w 3
fotobioreaktorach rurowych o pojemnosci robo-
czej 2 dm? kazdy. Schemat stanowiska badawcze-
go przedstawiono na rysunku 2.

Reaktory umieszczono w szafie klimatycznej,
w ktorej panowala temperatura 24+1°C. Oswie-
tlenie z intensywnoscia 0,7 kLux realizowano za
pomoca $§wietléwek jezeniowych o temperaturze
barwowej 3600K. W celu rownomiernego doste-
pu glonéw dwutlenku wegla, sktadnikow pokar-
mowych i $wiatla reaktory mieszano za pomocg
sprezonego powietrza z wydajnoscia 5 1/min.
Czas trwania hodowli wynosit 28 dob. Do uktadu
eksperymentalnego wprowadzono taka ilo$¢ za-
geszczonej biomasy, aby poczatkowa koncentra-
cja mikroglonow w medium hodowlanym wyno-
sita 200+10 mg s.m./dm’. Pozywke syntetyczna
stworzono wg przepisu SAG dedykowang bada-
nemu gatunkowi mikroglonéw. Sktad pozywki
przedstawiono w tabeli 1.

Badania podzielono na 2 etapy badawcze.
W czesci pierwszej zmierzano do okreslenia efek-
tywnosci oraz tempa wykorzystania biogennych
substancji pozywkowych, tzn. ortofosforanow
(PO,*>) i azotanow (N-NO,) medium hodowla-
nego w procesie poczatkowej fazy przyrostu bio-
masy mikroglonow. Etap I (hodowla standardowa
STD) prowadzono do momentu uzyskania kon-
centracji biomasy >1500 mg/dm?. Nastepnie bio-
masg zageszczano do 15% objetosci poczatkowe;.
Biomasa ta stanowita inokulum w II etapie badan,
ktérym byta hodowla w trybie szoku fosforowe-
go (SZOK P). Tryb szoku fosforowego polegat
na rozpoczeciu hodowli z pozywka syntetyczng
SAG bez suplementacji zwigzkoéw fosforu. Po 7

Hodowla w trybie szoku
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komorki mikroglonow
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komérki mikroglondw o zwigkszonej
wydajnosd lipidéw

Rys. 1. Wplyw parametréw hodowli na powstajaca biomase [na podstawie 21]
Fig. 1. Influence of breeding parameters on biomass [based on 21]
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Rys. 2. Schemat stanowiska do hodowli mikro-
glonoéw: 1 — fotobioreaktor rurowy, 2 — zrédto
$wiatla, 3 — pompa perystaltyczna, 4 — sonda
multiparametryczna
Fig. 2. Scheme of the experimental stand: 1 — tube
photobioreactor, 2 — light, 3 — peristaltic pump, 4
— probe

dniach do hodowli dostarczano zwigzki fosforu
tj. K,HPO, oraz KH,PO,

W etapie I i II co 48h wykonywano analizy
fizykochemiczne. Do okre§lenia stezenia zwigz-
kéw biogennych zastosowano metode testow
kuwetowych LCK Hach Lange. W medium ho-
dowlanym kontroli podlegaly nastgpujace para-
metry: zwigzki organiczne wyrazone w ChZT,
wegiel organiczny (TOC), azot catkowity (N, ),
azot azotanowy V (N-NO?), azot azotanowy III
(N-NO*), fosfor catkowity (P, ), ortofosforany
(PO,*) oraz pH. W celu okreslenia tempa przyro-
stu biomasy wykorzytywano sonde¢ Zolitax firmy
Hach Lange (Niemcy) umieszczong w medium
hodowlanym w catym okresie hodowli zardowno
w [ 1 II etapie badawczym. Po 14 dobach Eta-
pu II biomasg zageszczano do objgtosci 200ml
oraz poddawano analizie ilo§ciowej z uzyciem

Tabela 1. Medium hodowlane
Table 1. Culture medium

wagosuszarki Onyx. Lipidy ekstrahowano z za-
wiesiny mikroglonow wg zmodyfikowanej meto-
dy Bligh and Dyer z uzyciem chloroformu oraz
metanolu w stosunku 2:1 [1]. Po 48 h biomas¢
odwirowywano a uzyskany ekstrakt odparowy-
wano na tazni wodnej. Analize profilu estréw
metylowych kwasow thuszczowych (FAME)
wykonywano metoda chromatografii gazowe;j
na chromatografie plomieniowo-jonizacyjnym.
Analizg statystyczng uzyskanych wynikow wy-
konano w oparciu o pakiet STATISTICA 10 PL.
Weryfikacje hipotezy dotyczacej rozktadu kazde;j
badanej zmiennej okreslano na podstawie testu
W Shapiro — Wilka. W celu stwierdzenia istotno-
$ci r6éznic miedzy zmiennymi przeprowadzono
jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA).
W celu sprawdzenia istotno$ci migdzy analizo-
wanymi zmiennymi wykorzystano test rozsadne;j
istotnej r6znicy RIR Tukeya. W testach przyjeto
poziom istotnosci o = 0,05.

OMOWIENIE WYNIKOW

Pierwsza cze$¢ prowadzonych badan trwa-
fa 14 dob. W tym okresie nastgpito sukcesywne
zmniejszanie si¢ st¢zenia biogendéw w medium
hodowlanym (rys. 3). Poziom wyjSciowy orto-
fosforanéw wynosit 50,3 mg PO,* /dm’. W czasie
trwania etapu I ilo$¢ tego zwiazku ograniczono
0 16% do wartosci 42,1 mg PO, /dm’. W etapie
II poczatkowa zawarto$¢ ortofosforandéw wynosi-
ta 40,1 mg PO,* /dm’i do 7 doby hodowli w trybie
szoku nastgpowalo zuzywanie fosforu do warto-
$ci 36,2 mg PO, /dm*. W 7 dobie do medium ho-
dowlanego dodano K, HPO, oraz KH,PO, w ilosci
wynikajacej z przepisu na pozywke SAG. Skut-
kiem tego zabiegu byta zmiana koncentacji orto-
fosforandow w medium hodowalnym, tj. wzrostu
stezenia PO,* do wartosci 53,2 mg PO,* /dm’. Do

Mikroelementy R-r wyj$ciowy, mg/dm?
FeCl,-3H,0 97,0
MnCl,-4H,0 41,0

ZnCl, 5,0
CoCl,-3H,0 2,0
Na,MoO,-2H,0 4,0

Wyszczegdlnienie Rer vgés'rﬁlsowy, Dawka, ml
NaNO, 75,0 10
CaCl,2H,0 25 10
MgSO, 7H,0 75 10
K,HPO,-3H,0 75 10
KH,PO, 17,5 10
NaCl 2,5 10
Mikroelementy 6
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Rys. 3. Zmiany zawartosci PO, i N-NO, w medium hodowlanym w I i II czgsci badan
Fig. 3. Changes in the content PO, and N-NO,"in the culture medium in the first and second part of the research

konca eksperymentu ilo$¢ ortofosforanéw zostata
ograniczona do wartosci 43,7 mg PO,> /dm’.

Zarowno w etapie | jak i II obserwowa-
no stopniowe zmniejszanie si¢ ilosci azotanow
(rys. 3), w etapie I jego stezenie zostato ograni-
czone o 76% z wyj$ciowego poziomu 37,3 mg
N-NO,7/dm’ do wartosci 9,17 mg N-NO,/dm’.
W I etapie ilo$¢ tego wskaznika ograniczono
jedynie 0 26% (rys. 3).

Wraz ze wzrostem biomasy wzrastata war-
tos¢ ChZT (rys.4). Poczatkowo zapotrzebowanie
wynosito 26,2 mg O,/dm*i do kofica etapu I war-
to$¢ tego parametru wzrosta do 310 mg O,/dm’.
W etapie II koncowa warto$¢ wynosita 384 mg
O,/dm’. Analogiczng zalezno$¢ zaobserwowano
w warto$ciach wegla ogoélnego (TOC). Poczatko-
wo warto$¢ tego parametru wynosita 26,2 mg O,/
dm’, w 14 dobie 42,2 mg O,/dm’ a jego ostateczna
warto$¢ wyniosta 48,5 mg O_/dm’ (rys.4).

Tempo wzrotu mikroglonéw w medium ho-
dowlanym przedstawiono na rys. 5 (rys.5). Istot-
ny wzrost koncentracji biomasy glonéw w reak-
torze eksperymentalnym obserwowano od 4 doby
trwania procesu (rys. 5). Szybkos$¢ wzrostu bio-
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masy w etapie I wynosita 105£3 mg__ dm’.
Koncowa ilo§¢ biomasy w reaktorze wynosita
1536 mg_ /dm’.

W 15 dobie trwania eksperymentu rozpoczgto
realizacj¢ drugiej czeéci badan, w ktorej zawar-
tos$¢ biogennych sktadnikow odzywczych byta
pozbawiona zwigzkow fosforu. W okresie kolej-
nych 14 dni obserwowano wykladniczy wzrost
koncentracji glonéw w fotobieraktorze do warto-
Sci koncowej wynoszacej 1892 mg dm’ (rys. 2).
W etapie Il szybko$¢ wzrostu biomasy wynosita
25+5 mg /dm’.

Uzyskana biomasg z hodowli STD w ilosci
2,26 g /dm’, oraz biomas¢ z hodowli SZOK
w ilogci 1,68 g, ../dm’ ekstrahowano metoda Bli-
ght&Dyer (tab. 2). Powstaly ekstrakt oznaczano
iloSciowo metoda grawiteryczng. W trakcie ba-
dan uzyskano 45,23 % oleju z biomasy z hodowli
SZOK P, natomiast z biomasy pochodzacej z ho-
dowli STD uzyskano o 18% oleju mniej niz z bio-
masy pochodzacej z hodowli SZOK_P (tab. 2).

Zmiany w sposobie hodowli mikroglonow
wplynely takze na jako$¢ otrzymywanego ole-
ju (tab. 3). Analiza FAME wykazata, ze kwasy
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Rys. 4. Zmiany zawartosci ChZT i TOC w medium hodowlanym w I i II cze$ci badan
Fig. 4. Changes in the content of COD and TOC in the culture medium in the first and second part of the
research
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Rys. 5. Zmiany koncentracji biomasy mikroglonow w I i II czgsci badan
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
llo$¢ suchej masy organicznej biomasy uzytej do ekstrakc;ji g s.m.o. 2,26 1,68
Udziat oleju w biomasie % s.m.o. 26,99 45,23

Tabela 3. Zmiany zawartosci kwaséw ttuszczowych
Table 3. Changes in fatty acid content

Wyszczegolnienie STD SZOK_P % udziat w STD % udziat 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
C18:3CIS6 13,54 16,59 12,00 10,89
C20:3CIS 11 4,71 7,79 4,17 5,12
C20:4CIS 5 - 1,00 0,00 0,66
Razem 112,87 152,25 100,00 100,00

thuszczowe wystepujace 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 pochodzacym
z hodowli SZOK P uzyskano takze kwas arachi-
dynowy (C20:4 CIS 5).

W hodowli prowadzonej z deficytem fosfo-
tu uzyskano znacznie wieksza sumaryczng ilo$¢
kwasow tluszczowych, jednak analiza ich pro-
centowego udzialu zarowno w hodowli standar-
dowej jak i hodowli w trybie szoku nie wykazat
istotnych roznic (tab. 3). Wielonienasycone kwa-
sy thuszczowe stanowily wiekszo$ciowy udziat
w profilu kwasoéw thuszczowych i stanowity po-
nad 55% zdefiniowanych kwasow.

DYSKUSJA

W literaturze szeroko opisuje si¢ wptyw szo-
ku wywotanego deficytem azotu, na mozliwosci
komorek mikroglonéw do generowania znacza-
cych ilosci lipidow. Z badan przeprowadzonych
przez Larned [1998] wynika, Ze oprocz azotu to
wiasnie fosfor jest podstawowym sktadnikiem
ograniczajacym wplywajacym na metabolizm
mikroglonow. Efekt ten jest zalezny od gatun-
ku mikroglonéw. W warunkach ograniczen za-
rowno azotu jak i fosforu w badaniach Xin L
i in. [2010b], zawartos¢ lipidow Scenedesmus
sp. LX1 byla wysoka, ale wydajnos¢ lipidow
i szybko$¢ ich gromadzenia nie byla najwyzsza
z powodu wzglednie niskiej biomasy glonéw. Po-
twierdzaja to wyniki otrzymane w opisywanym
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doswiadczeniu. W drugim etapie badan, gdy ho-
dowle prowadzono z deficytem fosforu wzrost
biomasy zostal znaczaco ograniczony i w czasie
14 d przyrost biomasy wyniost jedynie 25 mg/
dm?3/d. W tym samym czasie w hodowli STD uzy-
skiwano przyrost rzedu 100 mg/dm?*/d.

W badaniach Mujtaba i in. [2012] zastosowa-
no dwuetapowy proces, aby zwigkszy¢ gestosc
komorek gatunku Chlorella przez 10 dni. Zasto-
sowano tu tzw. szok azotowy tzn. hodowlg pro-
wadzono z dodatkiem azotu, a nastgpnie warun-
ki w medium hodowlanym zostaly drastycznie
zmienione: od bogatej w sktadniki odzywcze do
warunkow niedoboru azotu. Analogiczne warun-
ki zastosowano w przeprowadzonym doswiadze-
niu, badania rowniez prowadzono dwuetapowo,
lecz jako sktadnika limitujacego uzyto fosforu.
Z badan Majtaby i in. wynika, ze zawartos¢ li-
pidow wzrdsta z 14,5% (hodowla bogata w azot)
do 24,6% (hodowla z deficytem azotu). Z prze-
prowadzonych badan wynika, ze z biomasy uzy-
skanej z hodowli prowadzonej z poczatkowym
deficytem fosforu uzyskano o 18% oleju wigcej
niz z hodowli standardowe;.

W badaniach Khozin-Goldberg and Cohen
[2006] ograniczenie dostgpnosci fosforu spowo-
dowato wzrost poziomu lipidow, gtdéwnie triacy-
logliceroli, w hodowli gatunku Monodus subter-
raneus. W przeprowadzonych badaniach rézny
spodob pozyskania biomasy nie wptynat istotnie
na jakos¢ otrzymywanych estrow metyowych.

PODSUMOWANIE

Przez zmiany zuzywalnosci biogendw,
w warto$ci ChZT 1 TOC oraz obserwacji kon-
centracji biomasy mikroglonéw stwierdzono, ze
w Il etapie badan w wyniku reakcji stresowej
na deficyt fosforu nastgpity zmiany w metaboli-
zmie mikroglondw. Znacznie zmniejszyt si¢ sto-
pien redukcji biogenow zuzywanych na przyrost
biomasy, co skutkowato na zmniejszenie tem-
pa przyrostu biomasy. Zmiany te wptynglty na
ilos¢ 1 jako$¢ uzyskanego oleju. W trakcie badan
stwierdzono, ze uzysk oleju pozyskany z hodowli
SZOK P osiggnat wartos¢ 45,23%. Deficyt fos-
foru znaczaco wptynat na koncentracje lipidow
w komorkach mikroglondw, poniewaz z bioma-
sy pochodzacej z hodowli STD uzyskano o 18%
oleju mniej niz z biomasy pochodzacej z hodowli
SZOK P. Prowadzony dwustopniowy sposob ho-
dowli mikroglonéw Chlorella vulgaris z deficy-
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tem fosforu zakonczyt si¢ sukcesem i analogicz-
na hodowla moze by¢ zastosowana dla innych
gatunkow mikroglonow.

Podziekowania

Badania zostaty zrealizowane w ramach te-
matu badawczego nr 18.620.017-300 realizowa-
nego w ramach dziatalnos$ci statutowej na prowa-
dzenie badan naukowych lub prac rozwojowych
oraz zadan z nimi zwiazanych, stuzacych rozwo-
jowi mtodych naukowcow oraz uczestnikow stu-
dioéw doktoranckich.
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