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IZOLACJA BAKTERII Z RODZAJU CLOSTRIDIUM
ZDOLNYCH DO KONWERSJI GLICEROLU

DO 1,3-PROPANODIOLU I WYBOR POZYWKI
PRODUKCYJNEJ DO ICH HODOWLI"

Streszczenie: Rozwijajaca si¢ produkcja biodiesla generuje duze ilosci produktu odpadowe-
go, jakim jest odpadowy glicerol. Mikrobiologiczna synteza 1,3-propanodiolu z odpadowego
glicerolu jest korzystna z ekonomicznego i ekologicznego punktu widzenia. Celem niniejszej
pracy byt screening bakterii z rodzaju Clostridium zdolnych do wydajnej konwersji glicerolu
do 1,3-propanodiolu. Wyizolowano 45 szczepow, z ktorych wigkszos$¢ okazata sig bardzo
dobrymi producentami 1,3-propanodiolu. Szczepy testowano na réznych pozywkach produk-
cyjnych, co pozwolito na wytypowanie pozywki zapewniajacej wysoka wydajnos$¢ syntezy
1,3-propanodiolu. Szczegdlna uwage zwrdcono na rodzaj uzytego surowca (glicerol czysty
i odpadowy). Najlepszy zidentyfikowany szczep (Clostridium butyricum 1.1.) namnazano
w hodowli bioreaktorowe;j.

Stowa kluczowe: Clostridium spp., izolacja bakterii, 1,3-propanodiol, konwersja glicerolu.

1. Wstep

1.1. Glicerol — uciazliwy odpad czy cenny surowiec?

Glicerol (gliceryna, propanotriol) jest oleista, bezbarwna, gesta ciecza o stodkim
smaku, w petni mieszajaca si¢ z woda. Zapotrzebowanie na ten surowiec jest obecne
w roznych galeziach przemystu, cho¢ czgsto ograniczone ze wzgledu na niedosta-
teczng jego czystos¢. Glicerol jest wykorzystywany gtownie w przemysle kosme-
tycznym, farmaceutycznym i spozywczym (rys. 1) [Sulewski i in. 2005].

Na rysunku 1 przedstawiono zapotrzebowanie i zuzycie glicerolu gtéwnie w
przemysle kosmetycznym ($rodek zmigkczajacy, tagodzacy, zapobiegajacy wysu-
szaniu, sktadnik past do zgbow) i farmaceutycznym (lek nasercowy — nitroglicery-

* Praca zostata zrealizowana w ramach projektu badawczego PO 1G 01.01.02-00-074/09 ,,Biotech-
nologiczna konwersja glicerolu do polioli i kwasow dikarboksylowych” o akronimie ,,ZIELONA CHE-
MIA” realizowanego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013.
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Rys. 1. Zapotrzebowanie na glicerol przez rézne dziedziny gospodarki

Zrédto: [Sulewski i in. 2005].

na, sktadnik syropow przeciwkaszlowych, masci i innych). Glicerol jest takze sze-
roko stosowany w przemysle spozywczym jako srodek stodzacy, nawilzajacy w
wyrobach piekarniczych oraz rozpuszczalnik barwnikow [Sulewski i in. 2005].
Wymienione kierunki zastosowania sa dowodem na przemystowa warto$¢ tego su-
rowca. Warto jednak zaznaczy¢, ze czgsto wykorzystywany jest czysty glicerol,
a nie glicerol odpadowy (produkt uboczny przy produkcji biodiesla). Natomiast
obserwowany wzrost produkcji biodiesla niesie ze soba powazny problem zagospo-
darowania tego odpadu poprodukcyjnego. W krajach Unii Europejskiej w roku
2010 wyprodukowano 12 mlIn ton biodiesla. W Polsce produkcja wynosita 1,5 min
ton, z czego odpadowy glicerol stanowit 200-300 tys. ton [Gaca 2006; Markowska
2007]. Nalezy zaznaczy¢, ze trudno$¢ wykorzystania odpadowego glicerolu wyni-
ka z faktu, ze poza glicerolem zawiera takze inne substancje: wodg, wolne kwasy
tluszczowe, metanol, katalizatory, fosfolipidy, substancje barwne, biatka, polisa-
charydy. Procentowy udziat poszczegdlnych sktadnikow zalezy od uzytego surow-
ca i stosowanej technologii [Sulewski i in. 2005]. Wtasnie ze wzgledu na zlozony
sktad odpadowego glicerolu pojawia si¢ konieczno$¢ jego oczyszczania (co gene-
ruje koszty) badz tez znalezienia atrakcyjnej alternatywy na jego zagospodarowa-
nie. Jedna z mozliwosci jest wykorzystanie odpadowego glicerolu jako pozywki
hodowlanej dla drobnoustrojow o potencjale przemystowym. Jednym z przyktadow
jest wykorzystanie tego odpadu jako zrédta wegla dla bakterii z rodzaju Clostri-
dium 1 synteza 1,3-propanodiolu (1,3-PD).
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1.2. Metabolizm glicerolu przez Clostridium spp.

Znane sa dwa gtéwne szlaki przemian metabolicznych glicerolu przez Procaryota
(rys. 2) [Kosmider, Czaczyk 2009].
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Rys. 2. Schemat biochemicznej przemiany glicerolu w procesie fermentacji

Zrédto: [Biebl i in. 1999].

Prawa strona szlaku na rys. 2 to tzw. rami¢ redukcyjne. Konwersja glicerolu do
1,3-PD przebiega tutaj dwuetapowo. W pierwszym nastepuje dehydratacja glicerolu.
W efekcie uzyskuje si¢ produkt posredni — aldehyd 3-hydroksypropionowy. Etap
ten jest katalizowany przez koenzym, witaming B, ,. Nastgpnie dehydrogenza 1,3-pro-
panodiolowa, jako no$nik protonéw (NAD), redukuje aldehyd 3-hydroksypropio-
nowy do 1,3-propanodiolu [Drozdzynska i in. 2011]. Geny kodujace wspomniane
enzymy naleza do operonu dha [Saxena i in. 2009]. Po lewej stronie rys. 2 znajduje
si¢ ramig oksydacyjne szlaku, przedstawiajace konwersj¢ glicerolu do pirogronianu,
ktéry nastgpnie w procesie glikolizy jest metabolizowany do réznych produktow
ubocznych. Proces dalszych przemian pirogronianu w sposob uproszczony zostat
przedstawiony narys. 3. Wsrdd produktow tego szlaku wyrdzniamy: 2,3-butanodiol,
kwas octowy, etanol, kwas mastowy, wodor i inne [Ko$mider, Czaczyk 2009]. Pro-
dukcja koncowych metabolitéw szlaku oksydacyjnego zalezna jest nie tylko od ro-
dzaju mikroorganizmu, ktéry zostat wykorzystany w fermentacji, ale takze od wa-
runkow jego hodowli i sktadu pozywki hodowlanej [Drozdzynska i in. 2011].



1zolacja bakterii z rodzaju Clostridium zdolnych do konwersji glicerolu... 47

pirogronian
Co. «-}
o - acetomleczan acetylo-Co A
i -3 CO, L
acetoina NADH+H =~} 4 NAD
NADH+H __#_ > NAD
acetylofosforan aldehyd octowy acetoacetylo-Co A

2.3 - butanodiol

ATPq _| __ADP NADH¥H_[ NAD
2 NADHTIL P 2 NAD

kwas octowy etanol butyrylo-Co A

NADH+H _ _* 5 NAD ¢
aldehyd mastowy butyrylofosforan

NADH+H —— * 5 NAD ATP < *_ADP

n-butanol kwas
mastowy

Rys. 3. Koncowe produkty biochemicznej przemiany glicerolu w procesie mikrobiologicznej konwersji

Zrodto: [Kosmider, Czaczyk 2009].

1.3. 1,3-propanodiol — charakterystyka i zastosowanie

1,3-propanodiol znany takze jako glikol trimetylenu, 1,3-dihydroksypropan, glikol
propylenu lub propano-1,3-diol. Jest to zwiazek organiczny, alkohol zawierajacy
dwie grupy hydroksylowe, o wzorze czasteczkowym: C;H,O,.

Pozyskiwanie 1,3-PD jest uzasadnione dla wielu gatezi przemystu [Menzel i in.
1997; Biebl i in. 1999; Katrlik i in. 2007]. W przemysle chemicznym wykorzystywa-
ny jest glownie jako monomer w produkcji poliestréw, smardw i rozpuszczalnikow
organicznych. W przemysle kosmetycznym — jako $rodek nawilzajacy i neutralizu-
jacy, aw przemys$le farmaceutycznym jako srodek stabilizujacy [Kosmider, Czaczyk
2009]. Ponadto zwigkszajace si¢ zapotrzebowanie na poliestry i polipropyleny (PTT)
przyczynito si¢ do koniecznosci zwigkszenia produkcji 1,3-propanodiolu wykorzy-
stywanego w syntezie poliuretandw. PTT jest biodegradowalnym polimerem stoso-
wanym w produkcji tekstyliow, a takze dywanoéw i tapicerek [Saxena i in. 2009].
Polimery otrzymywane w oparciu o 1,3-PD charakteryzuja si¢ odpornoscia na od-
ksztatcenia i dobra rozciagliwo$cig [Biebl i in. 1999].
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1.4. Synteza mikrobiologiczna 1,3-propanodiolu

Obecnie 1,3-propanodiol jest produkowany kosztownymi metodami chemicznymi,
przez hydratacje akroleiny (Degussa, DuPont) oraz przez hydroreformylowanie
tlenku etylenu (Shell). Atrakcyjna alternatywa dla metod chemicznych moze by¢
otrzymywanie 1,3-PD metodami biotechnologicznymi. Proces mikrobiologiczne;j
syntezy 1,3-propanodiolu jako produktu biokonwersji glicerolu, z wykorzystaniem
bakterii — Clostridium pasteurianum, zostal odkryty juz w roku 1881 przez Augusta
Freunda [Biebl i in. 1999]. Od tej pory przeprowadzono liczne badania nad biokon-
wersja glicerolu z udziatem bakterii z rodzaju Clostridium. Grupa mikroorganizmow,
ktore zdolne sa do wzrostu na czystym i odpadowym glicerolu jako jedynym zrodle
wegla i energii, jest bardzo liczna. Zalicza si¢ do niej bakterie z gatunku: Clostri-
dium butyricum, Clostridium pasteurianum, Clostridium diols, Clostridium acetobu-
tylicum, Clostridium perfingens, Enterobacter agglomerans, Enterobacter aeroge-
nes, Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes, Citrobacter
freundii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus buchnerii, Lactobacillus collinoides,
Pelobacter carbinolicus, Rautella planticola 1 Bacillus welchii [Drozdzynska i in.
2011]. Warto zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ z tych szczepdw zdolna jest takze do syntezy
1,3- PD [Ko$mider, Czaczyk 2009].

Na efektywno$¢ syntezy mikrobiologicznej ma wptyw wiele czynnikow, do kto-
rych naleza: wybor miegjsca izolacji szczepu o potencjale przemystowym, jego nie-
patogenno$¢, dobor odpowiedniej pozywki produkcyjnej i atrakcyjnego substratu
(zrodta wegla), typ i warunki hodowli czy oddzialywanie stresow srodowiskowych
w trakcie procesu syntezy [Himmi i in. 1999; Solomon i in.1995; Kusharyoto i in.
2011; Colin i in. 2001; Yazdani, Gonzeles 2007].

Z ekonomicznego punktu widzenia przetwarzanie odpadowego glicerolu z wy-
korzystaniem mikroorganizméw beztlenowych z jednej strony jest alternatywa dla
przemystowej produkcji 1,3-propanodiolu, z drugiej sposobem na zagospodarowa-
nie ucigzliwego odpadu. Stosowanie w tym procesie bakterii beztlenowych pozwala
na zachowanie niskich kosztéw procesu. Hodowla bakterii w warunkach beztleno-
wych nie wymaga natleniania i intensywnego mieszania, co ogranicza zuzycie ener-
gii [Kosmider, Czaczyk 2009]. 50% catkowitych kosztéw uzyskiwania 1,3-PD sta-
nowi surowiec.

Celem niniejszej pracy byl screening i charakterystyka wybranych szczepow
bakterii z rodzaju Clostridium zdolnych do wydajnej konwersji glicerolu do 1,3-pro-
panodiolu.
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2. Materialy i metody

2.1. Zroédla izolacji

Materiatem badan byly probki pochodzace z osadu wody oczyszczonej z Zaktadu
Gospodarki Komunalnej — Oczyszczalni Sciekéw w Mogilnie (nazwy izolatow: 1.1.,
12.,1.3,14.,15,1.6.,1.7.,2.1.,22., 23, 2.4.), osadu z Oczyszczalni Sciekéw
w Zielonej Gorze (nazwy izolatow: ZG1, ZG2, ZG3, 2G4, ZGS5, Z2G6, ZG7, ZGS,
ZG9, ZG10, ZG11, ZG12, ZG13, ZG14, ZG15, ZG16, ZG17, ZG18, ZG19, ZG20)
oraz ze srodowiska fermentacji metanowej — gnojowica bydleca suplementowana
5% 1 10% glicerolem z Laboratorium Ekotechnologii Instytutu Inzynierii Rolniczej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (nazwy izolatow: FM,1, FM.2, FM.3,
FM 4, FM5, FM,6, FM.7, FM, 1,FM, 2, FM 3,FM 4, FM 5, FM, 6, FM, 7).

10°° 107

2.2. Pozywki mikrobiologiczne

Na etapie izolacji szczepow stosowano pozywke TSC LAB-AGAR™ (BIOCORP
Polska Sp. z 0.0.), natomiast w hodowli wybranych bakterii stosowano Reincorfed
Clostridial Medium — RCM (BIOCORP Polska Sp. z 0.0.). Pozywke sterylizowano
w temperaturze 121°C przez 20 minut. Pozywke produkcyjna (RM — rich medium',
LNM — low-nutrient medium?*, LNM-YE — low-nutrient medium with yeast extract®)
przygotowano wedtug Himmi’ego i innych [1999]. Suplementowano je czystym gli-
cerolem, odpadowym glicerolem I (Biopaliwa S.A., Malbork) lub odpadowym gli-
cerolem II (LUBOCONS CHEMICALS s.r.o0., Stowacja) w stezeniu 70 g/l. Sktad
odpadowego glicerolu I stanowit: glicerol (83,5%), metanol (0,3%). Sktad odpado-
wego glicerolu II stanowit: glicerol (18,01%), metanol (14%).

2.3. Izolacja bakterii z rodzaju Clostridium

Selekcje pozadanych szczepdw wykonano przy uzyciu metody zalewowej. Po 48 h
inkubacji w 30°C na ptytkach Petriego obserwowano wzrost czarnych, okragtych
kolonii bakterii, ktore za pomoca plastikowej, jednorazowej ezy przenoszono do ja-
towych probowek typu eppendorf, z przygotowana pozywka RCM. W celu wstepnej
identyfikacji izolatow zastosowano metode Grama. Obraz ogladano z wykorzysta-
niem mikroskopu optycznego Primo Star (Zeiss), przy powigkszeniu 1500x. Izolaty
inkubowano 48 h w temperaturze 32°C. Po inkubacji namnozona zawiesing bakterii
wirowano (10000 x g, 10 minut). Osad zawieszono w pozywce RCM i roztworze
20% glicerolu (w stosunku 1:1). Odpowiednio opisane szczepy przechowywano w
temperaturze —20°C.

' Rich medium — bogata pozywka.
2 Low-nutrient medium — uboga pozywka.
3 Low-nutrient medium with yeast extract — uboga pozywka z ekstraktem drozdzowym.
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2.4. Warunki hodowli bakterii z rodzaju Clostridium
na pozywkach produkcyjnych

2.4.1. Hodowla w probéwkach Hungate’a

Namnozone w probéwce Hungate’a inokulum bakterii z rodzaju Clostridium hodowa-
no na pozywkach produkcyjnych wzbogaconych czystym glicerolem badz odpado-
wym glicerolem (I lub II) w stezeniu 70 g/l. Kwasowos$¢ srodowiska (pH) regulowano
z wykorzystaniem 20% roztworu wodorotlenku sodu oraz indykatora pH — purpury
bromokrezolowe;.

2.4.2. Hodowla w bioreaktorze

Pierwszy etap hodowli polegal na namnozeniu bakterii w probowce Hungate’a,
w komorze do hodowli beztlenowcow (Whitley MG500 firmy Scientific). Po upty-
wie czasu inkubacji (24h) preinokulum przeniesiono za pomoca sterylnej strzykaw-
ki do butli (Duran®) zintegrowanej z 5 | bioreaktorem (Sartorius Stedim Poland
Sp. z 0.0.). Butlg umieszczono w tazni wodnej (32°C) i inkubowano przez 24 h ce-
lem namnozenia biomasy bakterii. Po inkubacji przepompowano zawarto$¢ butli do
bioreaktora za pomoca pompy perystaltycznej. Fermentacje prowadzono 72 godziny
w temperaturze 32°C, przy statych obrotach mieszadta 60 rpm i ciaglej regulacji pH
(rozworem 20% NaOH) na poziomie 7,0.

2.5. Metody analityczne

1,3-propanodiol oznaczano technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) na chromatografie Agilent Technologies 1200 series (zestaw sktadal si¢
z takich elementow, jak: automatyczny podajnik probek G1329B, podwdjna pompa
G1312B z detektorem refraktometrycznym G1362A). Do oznaczen uzyto kolumng
Rezex ROA, stosujac fazg ruchoma w postaci 0,005N H,SO,, szybko$¢ przeptywu
wynosita 0,6 ml/min w temperaturze 40°C. Préby nanoszono na kolumne w ilo$ci
10 pl. Identyfikacji ilosciowej i jakosciowej dokonano metoda standardu zewngtrz-
nego z wykorzystaniem powierzchni pikéw (pomiar i integracja komputerowa z za-
stosowaniem ChemStation for LC 3D systems, Agilent).

2.6. Identyfikacja bakterii

Catkowity DNA bakterii, wyekstrahowano za pomoca Genomie Mini AX Bakterie
Kit (A & A Biotechnology, Gdansk, Polska). Na matrycy genomowego DNA ampli-
fikowano 16S rRNA technika PCR. Profil termiczny byt nastgpujacy: denaturacja
wstgpna — 95°C (5 min), hybrydyzacja — 48°C (1 min), elongacja — 72°C (1,5 min),
liczba cykli — 30. W reakcji zastosowano nastepujace startery oligonukleotydowe:
SD-B 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAGT3’ i SD-U 5’ACGGCTACCTTGTTAC-
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GACTT3’. PCR oczyszczano, stosujac Clean-up Kit (A&A Biotechnology, Gdansk,
Polska). Amplikony powstate na matrycy DNA pochodzacego z kultur hodowlanych
analizowano elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym w buforze 1 x TBE z brom-
kiem etydyny (0,5 pg/ml). Oczyszczone produkty PCR oddano do sekwencjonowa-
nia do firmy Genomed (Warszawa, Polska). Wyniki sekwencjonowania analizowano
z wykorzystaniem programu CAP33 oraz baz danych BLASTN i Ribosomal Data-
base Project.

3. Wyniki i dyskusja
3.1. Izolacja mikroorganizmow

Wyizolowano 45 szczepow o potencjalnym znaczeniu produkcyjnym. Wigkszos¢
z nich stanowity bakterie z rodzaju Clostridium, gtownie Clostridium butyricum.
W grupie izolatéw 80% byto zdolnych do syntezy 1,3-PD z czystego glicerolu
z dobra lub bardzo dobra wydajnoscia (tab. 1). Najlepsze wyniki uzyskano po ho-
dowli dla szczepu Clostridium butyricum 1.1. — 0,67 mol, ; ,,/mol (100% wy-
korzystania glicerolu).

glicerolu

Tabela 1. Zestawienie wynikow izolacji bakterii z rodzaju Clostridium

Catkowita | Liczba izolatow | Maksymalne uzyskane
Zrodto izolacji liczba zdolnych stgzenie 1,3-PD
izolatdéw | do syntezy 1,3-PD [g/1]
1. Oczyszczalnia Sciekéw w Mogilnie 11 10 36,64
2. Oczyszczalni Sciekéw w Zielonej Gorze 20 19 35,33
3. Srodowisko fermentacji metanowej 14 7 34,09

Zrodto: opracowanie wlasne.

Podobne wyniki uzyskat w hodowli okresowej Himmi i inni [1999] dla szczepu
Clostridium butyricun CNCM 1211, uzyskujac maksymalng wydajnos¢ — 0,69
m011,3.pn/m01gucemlu~ Metsoviti i inni [2012] wyizolowali szczep Clostridium butyricum
NRRL B-23495 z artykutow spozywczych. Prowadzac hodowlg okresowa w pH 6,5,
bez regulacji pH, otrzymali maksymalne st¢zenie 1,3-PD — 9,1 g/l. Szymanowska-
-Powatowska i inni [2012] uzyskali wydajnos¢ 0,68 m°11,3.pn/m01gncemlu dla szczepu
Clostridium butyricum wyizolowanego ze zwacza krowy zywionej pasza z dodat-
kiem glicerolu. Tak wysokie wydajnosci syntezy 1,3-PD wydaja si¢ charakterystycz-
ne dla gatunku Clostridium butyricum. Inni autorzy, prowadzac proces syntezy
1,3-PD z glicerolu z zastosowaniem szczepu Clostridium pasteurianum LMG 3285
(NCIB 9486), uzyskali wydajno$¢ rowna 0,4 mol, ; ,/mol,;..,, [Heyendrix i in.
1991]. Taconi i inni [2008], stosujac szczep Clostridium pasteurianum ATCC 6013,
uzyskali w hodowli okresowej maksymalng wydajnos¢ 0,5 mol, 5 ,,/mol Inni

glicerolu®
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badacze prowadzac proces z zastosowaniem szczepu Clostridium saccharobutyli-
cum NRRL B-643 w fermentacji okresowej uzyskali wydajno$¢ konwersji glicerolu
do 1,3-PD 0,36 mol, ; p/mol.,, [Gungormusler i in. 2010]. Na podstawie przepro-
wadzonych badan i danych literaturowych mozna wnioskowac, ze wsrod bakterii z
rodzaju Clostridium najlepszym, a zarazem niepatogennym producentem 1,3-PD
jest szczep z gatunku Clostridium butyricum.

3.2. Wybor pozywki produkcyjnej

Wymagania pokarmowe mikroorganizméw odno$nie do prowadzenia procesu mi-
krobiologicznej konwersji glicerolu do 1,3-PD sa zréznicowane. Przy doborze naj-
lepszej pozywki produkcyjnej istotne znaczenie ma miejsce izolacji bakterii, a takze
warunki $rodowiskowe (stresy) w pierwotnym miejscu bytowania mikroorgani-
zZmow.

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono dobor pozywki produkcyjnej dla ho-
dowli bakterii z rodzaju Clostridium. Wybrane (najlepiej rokujace po wstgpnej we-
ryfikacji) izolaty hodowano w probowkach Hungate’a na trzech pozywkach produk-
cyjnych: RM, LNM, LNM-YE, i porownano uzyskane wydajnos$ci syntezy 1,3-PD
(tab. 2).

Tabela 2. Poréwnanie wydajnos$ci i konwersji glicerolu do 1,3-PD przez wybrane szczepy bakterii
z rodzaju Clostridium na réznych pozywkach produkcyjnych

Maksymalne uzyskane Maksymalna wydajno$¢ | Stopien wykorzystania glicerolu
?;](I)Ill:t(l)ll stezenie 1,3-PD [g/1] (MOl 5 pp/ MOl 0] [%]
RM | LNM | LNM-YE | RM | LNM | LNM-YE | RM LNM | LNM-YE
1.1. 36,6 | 14,5 17,6 0,67 | 0,66 0,64 100 38 49
1.3. 6,4 9,2 119 0,51 | 0,70 0,57 22 23 37
1.4. 346 | 11,3 10,4 0,63 | 0,69 0,56 100 29 32
1.5. 7.9 5,1 15.8 0,46 | 0,68 0,64 30 13 44
1.6. 353 | 144 21,4 0,64 | 0,67 0,60 100 38 64
1.7. 72| 177 12,5 0,53 | 0,69 0,58 24 46 38

Zrodto: opracowanie wlasne.

Uzyskane wyniki nie pozwolity na jednoznaczny wybor podtoza. Ze wszystkich
badanych wariantow najlepsza okazala si¢ pozywka RM. Wigkszos¢ izolatow na
pozywce RM byta zdolna do konwersji glicerolu do 1,3-PD z bardzo dobra wydaj-
noscia, a stopien wykorzystania glicerolu wynosit 100%. Warto zaznaczy¢, ze ho-
dowla niektorych izolatow bakterii (CI. butyricum 1.6.1 1.7.) na pozywkach uboz-
szych takze pozwolita na otrzymanie wysokich stezen 1,3-PD. Wykazano, ze
niezbedny wydaje si¢ dodatek ekstraktu drozdzowego (pozywki RM i LNM-YE).
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Podczas mikrobiologicznej konwersji glicerolu do 1,3-PD, oprocz gléwnego
metabolitu, powstaje szereg metabolitow ubocznych m.in. kwas octowy i mastowy,
a takze etanol (rys. 4). Poziom syntezy metabolitdw ubocznych zalezy od sktadu
pozywki produkcyjnej i warunkow procesu fermentacji (zwtaszcza pH srodowiska)
[Colin i in. 2001]. Stosunek metabolitéw ubocznych do produktu gtownego jest bar-
dzo istotny w aspekcie ekonomiki procesu, poniewaz wiaze si¢ bezposrednio z ko-
niecznoscia jego oczyszczania.

1,3-PD

O kwas octowy

M etanol’kwas mastowy

Rys. 4. Jakosciowy sktad metabolitow uzyskanych po konwersji glicerolu do 1,3-PD przez bakterie
Clostridium butyricum (izolat 1.1.) na pozywce RM

Zrédto: opracowanie wiasne.

Literatura przedmiotu upatruje w prostych pozywkach, niezasobnych w sktadni-
ki odzywcze istotnych korzysci ekonomicznych (nizszy koszt procesu). Fakt ten do-
tyczy takze technologii mikrobiologicznej syntezy 1,3-PD, zwtaszcza w skali prze-
mystowej. Himmi i inni [1999] w swojej pracy analizowali zalezno$¢ pomigdzy
sktadem pozywki a wydajnoscia procesu mikrobiologicznej konwersji glicerolu
do 1,3-PD. Uzyskane przez nich wyniki dla szczepu Clostridium butyricum udowod-
nity brak istotnego wptywu sktadu pozywki na wydajnos¢ syntezy 1,3-PD. Po zop-
tymalizowaniu stgzenia poszczeg6élnych sktadnikow pozywki wydajnos$¢ syntezy
1,3-PD przez bakterie na pozywce RM i LNM wynosifa 0,66 mol, ; »p/mol; e,
Uzyskane maksymalne stezenie 1,3-PD byto wigksze po hodowli na pozywce LNM
i wynosito 65,4 g/l. Ponadto zastosowanie pozywki produkcyjnej LNM pozwolito na
bardziej efektywne wykorzystanie glicerolu niz w hodowli na pozywce RM. Inni
autorzy, stosujac pozywke RM [Barbirato i in. 1998; Szymanowska-Powalowska
iin. 2012], podobnie jak w tej pracy, uzyskali bardzo wysokie wydajnosci procesu
syntezy 1,3-PD, zblizone do teoretycznej. Dla poréwnania: Kusharyoto i inni [2011]
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w swoich badaniach wykorzystali bogatsza niz RM pozywke — M9 (50 g/1 glicerolu;
9,09 g/l KH,PO,; 0,535 g/l NH,Cl; 0,123 g/l MgSO,*7H,0; 0,017 g/l CaSO,*2H,0;
0.01 g/l FeSO,*7H,0; 2,0 g/l ekstraktu drozdzowego; 0,25 g/l L-cysteiny*HCI;
1,0 ml/I roztworu soli DSMZ 144). Uzyskane przez nich st¢zenie 1,3-PD wynosito
33,9 g/l (wydajnos¢ 0,60 mol, ; pr/mol,;.,,)- Przedstawione przez badaczy [Kusha-
ryoto iin. 2011] wyniki pokazuja, ze zwigkszona zawartos¢ sktadnikow pozywki nie
przetozyta sig¢ na wydajno$¢ procesu syntezy 1,3-PD. Zastosowana w niniejszej pra-
cy pozywka RM dla szczepu Clostridium butyricum 1.1. pozwolita na uzyskanie
wyzszych stezen 1,3-PD. Warto zaznaczy¢, ze bardzo wazny jest optymalny stosu-
nek C:N, zwlaszcza w aspekcie dazenia do wysokiej wydajnosci syntezy 1,3-PD.
Fakt ten wydaje si¢ jednym z najwazniejszych warunkow koniecznych do uzyskania
maksymalnych stezen 1,3-PD. Stosunek C:N na poziomie powyzej lub ponizej 81:1
moze stanowi¢ czynnik ograniczajacy efektywnos¢ hodowli prowadzonej przez bak-
terie Clostridium butyricum [Himmi i in. 1999]. Ze wzgledow ekonomicznych uza-
sadnione jest zastepowanie bogatych podtdz tymi o zminimalizowanym sktadzie.

Ciekawym zagadnieniem wydaje si¢ stosowanie surowcoOw odpadowych jako
sktadnika pozywek produkcyjnych. W Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu przeprowadzono wstepne
eksperymenty majace na celu wykorzystanie jako pozywki produkcyjnej namoku
kukurydzianego i gnojowicy suplementowanej glicerolem. Podczas doboru surow-
cow kierowano sig zawartoscia azotu i biatka w danym surowcu. Uzyskane wyniki
(nieopublikowane) pozwalaja wnioskowac, ze wymienione surowce moga w przy-
sztosci stanowi¢ z jednej strony ciekawa alternatywe dla znanych podtoz literaturo-
wych [Himmi in. 1999; Biel i in. 1992; Papanikolaou i in. 2000], z drugiej efektyw-
ny sposob na zagospodarowanie surowcoOw odpadowych.

3.3. Synteza 1,3-propanodiolu z czystego i odpadowego glicerolu

W literaturze jest wiele przyktadow potwierdzajacych mozliwo$¢ zastosowania
odpadowego glicerolu w syntezie mikrobiologicznej nie tylko 1,3-propanodiolu, ale
takze kwasu bursztynowego, kwasu propionowego, witaminy B, czy ertytrytolu
[Ko$mider, Czaczyk 2009; Ko$mider i in. 2009; Rywinska i in. 2009]. Warto jednak
zaznaczy¢, ze odpadowy glicerol moze zawiera¢ takie substancje, jak: metanol, so6l
sodowa, jony metali cigzkich, wolne kwasy tluszczowe, ktore moga inhibowaé
wzrost i metabolizm mikroorganizmow [Gonzalez-Pajuelo i in. 2004; Wadhwani i
in. 2009; Moon i in. 2010; Ringel i in. 2011]. Dlatego w kolejnym etapie przeprowa-
dzono eksperymenty majace na celu hodowle wybranych izolatow, stosujac pozyw-
ke, w ktorej substrat stanowit odpadowy glicerol (I i II). Fermentacj¢ okresowa pro-
wadzono w probowkach Hungate’a i w bioreaktorach 5 1 (tab. 3, 4).

Poszczegolne substraty znaczaco roznity si¢ pod wzgledem czystosci, co przeto-
zylo si¢ na uzyskane wyniki. Odpadowy glicerol I nie zawierat duzych stgzen zanie-
czyszczen, dlatego uzyskane wydajnosci syntezy 1,3-PD byly zblizone do tych
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Tabela 3. Por6wnanie wydajnosci syntezy 1,3-PD przez wybrane izolaty bakterii CI. butyricum
namnazane na pozywkach z czystym i odpadowym glicerolem w probé6wkach Hungate’a

Symbol ‘ Maksymal.ne . Maksy.ma%r'la Stopien \yykorzystania
izolatu Surowiec uzyskane stezenie wydajnosé glicerolu

1,3-PD [g/1] [moll,}PD/molg“cmm] [%]
1.1. | czysty glicerol 36,6 0,67 100
odpadowy glicerol 1 31,2 0,57 100
odpadowy glicerol I 0,3 0,00 100
2.1. | czysty glicerol 31,9 0,58 100
odpadowy glicerol I 28,0 0,51 100
odpadowy glicerol 1 0,2 0,00 100
2.2. | czysty glicerol 31,4 0,57 100
odpadowy glicerol 1 27,4 0,50 100
odpadowy glicerol I 0,3 0,00 100
FM,5 | czysty glicerol 34,1 0,62 100
odpadowy glicerol I 28,1 0,49 100
odpadowy glicerol I 0,3 0,00 100
FM 1 | czysty glicerol 30,5 0,58 95,62
odpadowy glicerol I 28,1 0,51 100
odpadowy glicerol I 0,2 0,00 100
FM, 2 | czysty glicerol 31,7 0,58 100
odpadowy glicerol I 27,7 0,50 100
odpadowy glicerol I 0,3 0,00 100
FM, 3 | czysty glicerol 27,8 0,50 100
odpadowy glicerol I 26,3 0,48 100
odpadowy glicerol I 0,2 0,00 100

Zrbdto: opracowanie wilasne.

Tabela 4. Porownanie wydajnosci syntezy 1,3-PD przez wybrany izolat na pozywce z czystym
i odpadowym glicerolem w bioreaktorach — izolat CI. butyricum 1.1.

Maksymalne Maksymalna Stopien wykorzystania
Symbol . o - .
olatu Surowiec uzyskane stgzenie wydajnos¢ glicerolu
1,3-PD [g/1] [mol, ; ,/mOljcerora] [“]
1.1. czysty glicerol 37,2 0,68 100
odpadowy glicerol I 35,1 0,64 100

Zrodlo: opracowanie wlasne.
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z wykorzystaniem czystego glicerolu. Niewielkie roznice w wydajnosci procesu wy-
nikaja z zawartosci glicerolu w stosowanym surowcu. W hodowli bakterii w pro-
béwkach Hungate’a maksymalne uzyskane stezenie 1,3-PD wynosito 31,2 g/l (wy-
dajnos¢ 0,57 mol, 5 pp/mol ;oo giceronn)> Natomiast w bioreaktorach — 35,1 g/l
(wydajnos¢ 0,64 mol, ; pp/MOl g uonego giicero): PTZYCZYna wyzszych stezen 1,3-PD
po hodowli bakterii w bioreaktorach jest automatyzacja procesu i ciagta kontrola pH.
W niniejszej pracy znacznie nizsze stezenia 1,3-PD uzyskano po hodowli bakterii
w pozywce z udziatem odpadowego glicerolu II, w ktorym stezenie glicerolu wyno-
sito 18,01%. Dodatkowo surowiec zawieral okoto 14% metanolu, co z pewnoscia
niekorzystnie wptyng¢lo na proces fermentacji. Szczep Clostridium butyricum 1.1.,
ktory na czystym glicerolu i odpadowym glicerolu I osiagnat wydajnos¢ syntezy
1,3-PD zblizona do teoretycznej, przy uzyciu odpadowego glicerolu II nie byt zdol-
ny do produkcji 1,3-PD powyzej 0,5 g/l. Wiadomo, Ze stezenie metanolu juz na
poziomie 6% powoduje inhibicje wzrostu drobnoustrojow nawet do 90% [ Wadhwa-
ni iin. 2009]. Fakt ten potwierdzaja wyniki uzyskane w niniejszej pracy. O wplywie
odpadowego glicerolu na efektywnos¢ syntezy 1,3-PD donosi wielu autorow [Colin
i in. 2000; Papanikolaou i in.2000; Szymanowska-Powatowska i in. 2012; Ringel
iin. 2011]. Warto jednak zaznaczy¢, ze stosowany przez autorow odpadowy glicerol
najczesciej nie zawieratl znaczacych ilosci zanieczyszczen. Jednym z przyktadow
jest opisany szczep Clostridium butyricum CNCM 1211 zdolny do produkcji 63,4 g/1
1,3-PD z wydajnoscia 0,69 mol, ; ,r/mol ..., [Colin i in 2000]. Inny, Clostridium
butyricum F2b, ktory z wydajnoscig 0,66 mol, , ,,/mol ..., wyprodukowat 48 g/l
1,3-PD [Papanikolaou i in. 2000]. Warto zaznaczy¢, ze autorzy uzyskali bardzo wy-
sokie stgzenia 1,3-PD w innych (niz zastosowany w tej pracy) typach fermentacji
(okresowo-dolewowa lub ciagla). Szymanowska-Powatowska i inni [2012], prowa-
dzac konwersj¢ odpadowego glicerolu do 1,3-PD metoda okresowa, uzyskali w ho-
dowli dla szczepu Clostridium butyricum DSS5 stezenie 1,3-PD — 31,7 g/1 (100%
wykorzystanie glicerolu). Bardzo dobre wyniki zostaty uzyskane takze przez Ringel’a
i innych [2011]. Autorzy wyizolowali niepatogenne szczepy Clostridium butyricum
AKR102a i AKR91b odporne na wysokie stgzenia 1,3-PD, a takze zdolne do efek-
tywnej konwersji odpadowego glicerolu, uzyskujac stezenie 1,3-PD na poziomie
okoto 100 g/1. Zdolnos¢ szczepu Clostridium butyricum PS0B1 do wydajnego wyko-
rzystania odpadowego glicerolu jako jedynego zrodta wegla i1 energii przedstawili w
swoich badaniach Kusharyoto i inni [2011]. Badali oni zaréwno stopien wykorzysta-
nia glicerolu, jak i koncowe stezenie 1,3-PD, stosujac czysty (handlowy) i odpadowy
(uzyskany po produkcji biodiesla) glicerol. W kazdym z analizowanych wariantow
stopien wykorzystania glicerolu byt na poziomie okoto 81%. Stezenie 1,3-PD
W pozywce po procesie prowadzonym z udziatlem komercyjnego glicerolu wynosito
33,9 g/l, natomiast na pozywce z odpadowym glicerolem — 31,7 g/l. Warto zazna-
czy¢, ze sktad ilosciowy i jakosciowy stosowanych substratéw (odpadowego glice-
rolu) moze by¢ zréznicowany, co moze stwarza¢ problemy zwiazane z powtarzalno-
$cia wydajnosci procesu syntezy 1,3-PD [Yazdani, Gonzeles 2007].
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Doniesienia literaturowe, a takze wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy po-
kazuja mozliwy potencjat wykorzystania odpadowego glicerolu w przemystowe;j
produkcji 1,3-PD. Zastapienie rafinowanych surowcoéw surowcami odnawialnymi
(odpadowym glicerolem) pozwoliloby na obnizenie kosztow procesu nawet do 40%
[Hirschmann i in. 2005]. Ponadto technologia oparta na wykorzystaniu odpadowego
glicerolu pozwala na zintegrowanie procesu polegajace na produkcji biodiesla i wy-
korzystaniu w mikrobiologicznej konwersji odpadowego glicerolu do 1,3-PD.

4. Wnioski

1. Wybdr miejsca izolacji bakterii z rodzaju Clostridium ma istotny wptyw na
ich zdolnos$ci do efektywnej konwersji okreslonych substratow, w tym glicerolu.

2. Zastosowanie naturalnych producentéw z rodzaju Clostridium pozwala na
uzyskanie wydajnosci syntezy 1,3-PD bardzo zblizonej do teoretyczne;j.

3. Dobranie sktadu pozywki produkcyjnej jest warunkiem otrzymania wysokich
wydajnosci procesu konwersji glicerolu do 1,3-PD, a takze ma wptyw na calkowity
koszt technologii.

4. Odpadowy glicerol, jako produkt uboczny pochodzacy z produkcji biodiesla,
moze by¢ surowcem w mikrobiologicznej syntezie 1,3-PD.
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ISOLATION OF BACTERIA OF THE GENUS CLOSTRIDIUM
AND THE CHOICE OF THE MEDIA CONVERSION GLYCEROL
TO 1,3-PROPANEDIOL

Summary: The production of biodiesel generates large quantities of a waste product, namely
a raw glycerol. The microbial production of 1,3-propanediol from raw glycerol is beneficial
from both an economic and environmental perspective. The aim of this study was to screen
and test cultures of bacteria of the genus Clostridium which can convert glycerol to
1,3-propanediol. A total of 45 strains were isolated and a vast majority of them turned out to
be good producers of 1,3-propanediol. The strains were tested on different media which
allowed to determine the optimal medium that ensures high efficiency of synthesis of
1,3-propanediol. Particular attention was paid to the type of glycerol used (pure and crude
glycerol). In addition, the best identified strain (Clostridium butyricum 1.1.) was analyzed in
submerged culture on the bioreactor scale.

Keywords: Clostridium spp., bacteria isolation, 1,3-propanediol, glycerol conversion.



