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Prospects of glycerol utilization in biotechnological processes

Abstract: Increasing biodiesel production generates a large quantity of crude glycerol. In spite of the wide use of pure glycerol
in food, cosmetic and many other industries, it is too costly to refine crude glycerol to high purity. The possible use of raw glycerol
as a carbon source in microbial growth media might contribute to solution of this problem. This report summarizes the currently
available studies and possible ways of utilization of crude glycerol in microbiological processes. The paths leading to the
bioconversion of glycerol to 1,3-propanediol, dihydroxyacetone, propionic acid, succinic acid, citric acid, docosahexanoic acid,
hydrogen, ethanol and other products, using various species of microorganisms, are presented. Moreover, the economic aspects of
glycerol bioconversion to metabolites which are industrially useful are also described.
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1. Wprowadzenie

Surowce kopalniane sg gtdéwnym zrédlem energii
na $wiecie. Malejace zasoby tych paliw, a co za tym
idzie drastyczny wzrost cen oraz globalne ocieplenie
1 zanieczyszczenie srodowiska powoduja duze zainte-
resowanie odnawialnymi i niekonwencjonalnymi zrod-
tami energii [47, 79]. Jednym z nich jest biopaliwo do
silnikow wysokopreznych, tzw. biodiesel, produko-
wany z olejow roslinnych i thuszczow zwierzgcych na
drodze transestryfikacji. W procesie tym otrzymuje si¢
znaczne ilo$ci odpadowej fazy glicerynowej zawiera-
jacej w swym sktadzie glicerol (propano-1,2,3-triol)
(50-60%), metanol, mono- i diacyloglicerole, wolne
kwasy ttuszczowe oraz mydta [64].

W 2004 roku w Unii Europejskiej wyprodukowa-
no tacznie 1,93 mln ton biodiesla, a w roku 2010 prze-
widuje si¢ zwigkszenie produkcji do 10 mln ton [31].
W Polsce sektor estrow metylowych znajduje si¢ jesz-
cze w fazie wstepnego rozwoju. Zdolnosci produkcyj-
ne naszego kraju na koniec 2006 roku w zakresie tego
biopaliwa wynosity 180-200 tys. ton. Wzrost zdolnos-
ci produkcyjnych w roku 2007 wynosit 900—1000 ton.

W roku 2010 w Polsce przewiduje si¢ wzrost produk-
cji biodiesla do poziomu 1,5 mln ton [20].

Tak duza produkcja biodiesla niesie za soba powaz-
ny problem z zagospodarowaniem ok. 200-300 tys.
ton fazy glicerynowej rocznie, ktorej zbyt odgrywac
bedzie istotna rolg¢ w ksztattowaniu cen tego biopali-
wa [20, 47]. Jak wykazaly badania optymalizacyjne,
zwigkszenie wydajnosci biodiesla powoduje pogorsze-
nie jego jakosSci, a z kolei poprawa jako$ci biodiesla
odbywa si¢ kosztem pogorszenia jakosci fazy glicery-
nowej. Dodatkowo sktad tego odpadu glicerynowego
zmienia si¢ w zaleznos$ci od rodzaju zastosowanego
thuszczu i technologii [19, 45, 72].

Wykorzystanie fazy glicerynowej jest ograniczone
ze wzgledu na obecno$¢ w niej metanolu w granicach
5-9%. Z uwagi na ilo$¢ otrzymywanej fazy gliceryno-
wej z przewidywane]j produkcji biodiesla, stosowanie
jej np. jako nawozu mogtoby doprowadzi¢ do zanie-
czyszczenia powietrza metanolem [19]. Najwigksi pro-
ducenci biodiesla oczyszczaja surowy glicerol stosujac
zabiegi filtracyjne, chemiczne oraz frakcyjna desty-
lacj¢ prozniowa [25, 44, 76]. Czysty glicerol mozna
wykorzysta¢ w przemysle spozywczym (do stodzenia
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likieréw), kosmetycznym (jako $rodek nawilzajacy),
wlokienniczym, farmaceutycznym, celulozowo-papier-
niczym, do produkcji nitrogliceryny lub jako dodatek
paszowy do karmienia trzody chlewnej [48, 63, 64].
Rozwiazaniem problemu zagospodarowania suro-
wego glicerolu moze by¢ wykorzystanie fazy gliceryno-
wej lub czg$ciowo tylko oczyszczonego glicerolu jako
sktadnika podtéz do hodowli drobnoustrojow, ktérych
metabolity sa uzyteczne przemystowo. Niesie to za
soba konieczno$¢ poznania szlakéw metabolicznych,
ktére odgrywaja istotna rolg w biokonwersji glicerolu
przez drobnoustroje. Istotnym czynnikiem poznaw-
czym jest takze optymalizacja warunkéw hodowli dla
poszczegolnych rodzajow mikroorganizmow.

2. Gléwne szlaki przemian metabolicznych glicerolu

W $wiecie Procaryota odkryto dwa gtéwne szlaki
przemian biochemicznych glicerolu [41], ktore przed-
stawiono na schemacie (rys. 1). Pierwszy z nich
(szlak A) polega na fosforylacji glicerolu przy pomocy
enzymu kinazy glicerolowej do 3-fosfoglicerolu, ktory
to zwiazek poddany dziataniu dehydrogenazy 3-fosfo-
glicerolowej powoduje przemiang w fosfodihydroksy-
aceton. Fosfodihydroksyaceton powstaje takze w trochg
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odmiennym szlaku metabolicznym glicerolu (szlak B),
gdzie najpierw nastepuje utlenienie glicerolu do di-
hydroksyacetonu, a nastgpnie jego fosforylacja. Dalsze
przemiany fosfodihydroksyacetonu sa jednakowe dla
obu szlakéw metabolicznych (proces glikolizy) [41].
Zwiazek ten przeksztalcony zostaje do aldehydu 3-fo-
sfoglicerynowego za pomoca izomerazy triozofosfo-
ranowej, poniewaz dalszy przebieg reakcji mozliwy
jest tylko przy udziale tej aldozy. Ilo§¢ zuzywanego
w dalszych etapach reakcji aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego determinuje intensywnos$¢ przemian fosfo-
dihydroksyacetonu. Nastgpnie w wyniku dziatania de-
hydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego powstaje
1,3-bisfosfoglicerynian, ktory dzicki wiazaniu fosfo-
ranowemu o wysokiej energii powoduje wytworzenie
czasteczki ATP (adenozynotrifosforanu) oraz 3-fosfo-
glicerynianu. Reakcja ta zachodzi przy udziale kinazy
fosfoglicerynianowej. Dzigki aktywnosci fosfoglice-
romutazy, 3-fosfoglicerynian przeksztalcony zostaje
w 2-fosfoglicerynian, a obecno$¢ enolazy powoduje
konwersje 2-fosfoglicerynianu do fosfoenolopirogro-
nianu. W nastepnej reakcji, kinaza pirogronianowa
przenosi grupg fosforylowa z fosfoenolopirogronianu
na ADP (adenozynodifosforan), dzigki czemu otrzy-
mujemy ATP i pirogronian. W zaleznos$ci od rodzaju
drobnoustroju, pirogronian (po przeksztalceniu w ace-
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Dalsze przemiany charakterystyczne dla procesu glikolizy

Rys. 1. Podstawowe szlaki biokonwersji glicerolu u drobnoustrojéw [schemat uproszczony wg 6, 41, 69]
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tylo-koenzym A) ulega dalszym przemianom (tleno-
wym lub beztlenowym). W warunkach tlenowych piro-
gronian ten jest utleniany do ditlenku wegla i wody
w cyklu kwasow trikarboksylowych (cykl Krebsa).
W warunkach beztlenowych (procesy fermentacyjne),
przemiany pirogronianu polegaja na jego bezposred-
niej lub posredniej redukcji, ktorej towarzyszy utlenia-
nie NADH+H (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
— forma zredukowana) do NAD (dinukleotyd nikotyna-
midoadeninowy) [6, 69].

Drobnoustroje, ktore potrafia zuzy¢ glicerol jako
zrddta wegla i1 energii, sa zdolne do wykorzystania
rowniez innych szlakow metabolicznych, nie zawsze
do konca poznanych i wyjasnionych (np. u niektoérych
bakterii halofilnych wysokie st¢zenie soli w podtozu
hodowlanym hamuje aktywno$¢ zaréwno dehydro-
genazy fosfoglicerolowej jak i kinazy glicerolowe;j,
a jednak mikroorganizmy te zdolne sa do wykorzysta-
nia glicerolu jako zrédta wegla) [41, 68].

Charakterystyczny jest rowniez szlak metaboliczny
fermentacji propionowej z udzialem glicerolu, ktory
rozpoczyna sig¢ jego utlenieniem do dihydroksyace-
tonu, ufosforylowaniem do fosfodihydroksyacetonu,
a w nastgpnej kolejnosci na przemianach charaktery-
stycznych dla procesu glikolizy prowadzacych do po-
wstania pirogronianu (rys. 1, szlak B). Kolejny etap
przemian polega na transkarboksylacji pirogronianu
do szczawiooctanu przy udziale kompleksu CO,-bio-
tyna, a nastepnie jego redukcja przez jablczan i fuma-
ran do bursztynianu. Przy udziale ATP i koenzymu A
(CoA) powstaje w dalszej kolejnosci sukcynylo-CoA,
a ten przeksztatcany jest w metylomalonylo-CoA
przez izomerazg metylomalonylo-CoA i witaming B, ,.
Powstaty metylomalonylo-CoA przy udziale transkar-
boksylazy ulega dekarboksylacji do propionylo-CoA,
ktory zostaje rozszczepiony na pirogronian i CoA.
W czasie tego procesu CO, jest przeniesiony na piro-
gronian dzigki aktywnos$ci biotyny transkarboksylazy
[35, 79]. Wysoki stopien redukcji glicerolu przyczy-
nia si¢ do zwigkszonej syntezy kwasu propionowego
ze wzgledu na dazenie do utrzymania w rownowadze
potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego, zgodnego z cha-
rakterem szlaku metabolicznego wykorzystywanego
przez bakterie propionowe [3]. Podczas fermentacji
propionowej z udziatem glicerolu, oprécz kwasu pro-
pionowego, stwierdza si¢ takze produkcje innych
metabolitéw tj. kwaséw bursztynowego, octowego,
mrowkowego oraz propanolu [3, 27]. W przypadku
zastosowania konwencjonalnych zrodet wegla nie
stwierdzono powstawania dwoéch ostatnich metaboli-
tow [38]. Obecnosé¢ kwasu mrowkowego i propanolu
w medium hodowlanym mozna wytlumaczy¢ koniecz-
noscig wyréwnania potencjatu oksydacyjno-redukcyj-
nego w komorce i tym samym wytwarzanie bardziej
zredukowanych metabolitow [3]. Mechanizmy i szlaki
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metaboliczne odpowiedzialne za taki profil fermenta-
cji nie zostaly jak dotad poznane.

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi pos§wigca si¢
wykorzystaniu narzgdzi inzynierii genetycznej i meta-
bolicznej w regulacji szlakoéw przemian biochemicz-
nych glicerolu. Sterowanie metabolizmem komorki za
pomoca technik rekombinacji DNA pozwala na osiag-
nigcie wyzszych wydajnosci i/lub produktywnosci
metabolitow, wykorzystanie innych zrodet wegla,
przeprowadzanie bezposrednich syntez produktow
(pominigcie etapéw posrednich) lub otrzymanie cal-
kiem nowych substancji [49, 53]. Bakterie Clostridium
butyricum przeksztalcaja glicerol do 1,3-propanodiolu
(1,3-PDO) bez udziatu B,,-zaleznej dehydratazy glice-
rolowej (zjawisko to nie wystepuje u innych gatunkow
z rodzaju Clostridium). Przeprowadzono badania nad
biosynteza 1,3-PDO, w ktorych przeniesiono geny ko-
dujace ten proces z Clostridium butyricum do Clostri-
dium acetobutylicum 1 wykazano mozliwo$¢ produk-
cji tego alkoholu bez udzialu B ,-zaleznej dehydratazy
glicerolowej, z wyzsza wydajnoscia 1 produktywnos-
cia niz szczep niezmodyfikowany [23]. Analogiczne
postgpowanie pozwolito na wykorzystanie glicerolu do
produkcji m.in. kwasu 3-hydroksypropionowego przez
rekombinowany szczep Escherichia coli (przeniesienie
genow z Klebsiella pneumoniae) [59], efektywnej bio-
syntezy 1,3-PDO przez E. coli (przeniesienie genow
z Citrobacter freundii) [86] czy produkcji aminokwasu
lizyny przez Corynebacterium glutamicum (ekspresja
genow kodujacych synteze kinazy glicerolowej i de-
hydrogenazy 3-fosfoglicerolowej z E. coli) [61]. Bada-
nia nad biokonwersja glicerolu przez drobnoustroje z wy-
korzystaniem tych technik intensywnie si¢ rozwijaja,
a ich postgp pobudzany jest istniejacymi lub potencjal-
nymi komercyjnymi ich zastosowaniami [2, 21, 50, 55].

Biokonwersja glicerolu (lub fazy glicerynowej)
przez drobnoustroje daje mozliwosci ominigcia niedo-
godnosci wynikajacych z zastosowania tego surowca
w procesach katalizy chemicznej. Wykorzystanie glice-
rolu w syntezach organicznych wymaga czgsto stoso-
wania w procesie technologicznym wysokich tempera-
tur i/lub wysokich cisnien (otrzymywanie akroleiny,
alkoholu alilowego, fert-butylowych eterow glicerolu),
stwarza konieczno$¢ oczyszczania fazy glicerynowe;j
lub w konsekwencji powoduje otrzymanie produktu
o niskiej jakosci [14, 32, 33, 78].

Ze wzgledu na wyzszy poziom redukcji glicerolu
w porownaniu do konwencjonalnych substratow,
oczekuje si¢ wyzszej wydajnosci jego przemian w pro-
cesach biotechnologicznych [27]. Przeksztatcenie gli-
cerolu w szlaku glikolitycznym do fosfoenolopiro-
gronianu lub pirogronianu powoduje wytworzenie
podwdjnej ilosci redukujacych ekwiwalentow w porow-
naniu z ilo$cia, ktéra powstalaby podczas metabolizmu
glukozy Iub ksylozy. Glicerol dostarcza wigc wigcej
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energii do dalszych przemian [77, 79]. Z ekonomiczne-
go punktu widzenia korzystniejsze jest uzycie glicerolu
w procesach beztlenowych, ze wzgledu na nizsze koszty
aparatury w poréwnaniu do tlenowych odpowiednikow,
a takze ze wzgledu na mniejsze zuzycie energii [22].

3. Biokonwersja glicerolu do produktéow
uzytecznych przemystowo

3.1. 1,3-propanodiol

Jednym z produktow uzytecznych przemystowo,
ktére mozna otrzymac¢ na drodze mikrobiologicznych
przemian glicerolu, jest 1,3-PDO. Do tego celu stosuje
si¢ z powodzeniem takie drobnoustroje jak: Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii, Lactobacillus brevis,
L. buchneri, a takze Clostridium pasterianum oraz
C. butyricum [4,7, 8, 13,23, 26, 28, 56, 60]. W prakty-
ce przemystowej 1,3-PDO jest wykorzystywany jako
monomer do produkcji poliestréw (np. tetraftalanu poli-
propylenowego), poliuretandw, smaréw, rozpuszczalni-
kéw organicznych (np. dioksanu, izobutenu). Stwier-
dzono, ze materialty powstale z reakcji polimeryzacji
1,3-PDO charakteryzuja si¢ dobra biodegradowalnos-
cia, wigkszym bezpieczenstwem przemystowym, lepsza
specyficznoscia i sa tansze [4, 31]. Zwiazek ten znalazt
roOwniez szereg zastosowan w przemysle kosmetycz-
nym (jako srodek nawilzajacy i neutralizujacy) i farma-
ceutycznym (jako Srodek stabilizujacy) [52, 77, 85].

Analiza biochemiczna produktow reakcji biokon-
wersji glicerolu do 1,3-PDO, jako gtownego produktu
reakcji, wskazuje na mozliwo$¢ przebiegu tych prze-
mian z wykorzystaniem dwoch szlakow metabolicz-
nych [88]. Swiadczy to o dazeniu do utrzymania w ukfa-
dzie réwnowagi potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
bez zewngtrznych akceptorow elektronow [43, 79].
Przemiany biochemiczne glicerolu w procesie fermen-
tacji z wykorzystaniem bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae i rodzaju Clostridium przedstawiono na rys. 2.
W redukujacym szlaku procesu fermentacji glicerolu
powstaje 1,3-PDO. W przemianie tej mamy do czynie-
nia z reakcja hydrogenolizy (uwodornienie monome-
réw), w ktorej glicerol zostaje przeksztalcony za pomo-
ca B ,-zaleznej dehydratazy glicerolowej (dehydratazy
z udzialem koenzymu B,,), do aldehydu 3-hydroksy-
propionowego (3-HPA). Kolejnym etapem jest prze-
miana 3-HPA przy udziale 1,3-PDO dehydrogenazy
do 1,3-PDO [7, 79]. W szlaku oksydatywnym glicerol
ulega przemianom do produktoéw charakterystycznych
dla procesu glikolizy [7, 13]. Przy wykorzystaniu bak-
terii z rodzaju Clostridium powstaje kwas mastowy,
n-butanol, etanol i kwas octowy. Dwa ostatnie meta-
bolity oraz 2,3-butanodiol otrzymuje si¢ stosujac bak-
terie z rodziny Enterobacteriacae [7].

ALICJA KOSMIDER, KATARZYNA CZACZYK

Przeprowadzono obszerne badania nad biokonwer-
sja glicerolu do 1,3-PDO z udzialem bakterii Clostri-
dium butyricum [26]. Zastosowano w nich fermentacj¢
okresowa, w ktorej uzyto trzy rodzaje podtoz ho-
dowlanych: pozywke o optymalnej zawarto$ci sktad-
nikéw pokarmowych, pozywke o ograniczonej po-
dazy zwiazkow odzywczych oraz zubozone podloze,
w ktorym biotyng zastapiono ekstraktem drozdzowym.
W celu okreslenia optymalnej zawartosci zrodta azotu,
do pozywki o ograniczonej podazy zwiazkdéw odzyw-
czych dodawano zréznicowane ilosci chlorku amonu.
W przeprowadzonych eksperymentach zaobserwowa-
no, ze dodatek biotyny w ilosci 4 ug/L byt wystarcza-
jacy do przeprowadzenia efektywnej biokonwersji gli-
cerolu i surowej gliceryny do 1,3-PDO (65-67 g/L).
Stwierdzono takze, ze w podtozu o ograniczonej
podazy sktadnikéw odzywczych, dostepnos$¢ zrodta
azotu (stosunek C:N ponizej 81:1) byla czynnikiem
limitujacym wykorzystanie glicerolu. Przeprowadzo-
ne doswiadczenia wykazaty, ze bakterie C. butyricum
sa zdolne do biokonwersji odpadowe;j fazy gliceryno-
wej na tym samym poziomie, co w przypadku podtoza
o optymalnej zawartosci sktadnikéw pokarmowych,
bazujacego na ekstrakcie drozdzowym [26].

Zdolno$¢ bakterii Clostridium butyricum do kon-
wersji glicerolu do 1,3-PDO (0,55 g/g glicerolu) po-
twierdzono takze w innych badaniach [82, 83]. Obli-
czona teoretyczna wydajno$¢ procesu osiagngta poziom
0,72 mol 1,3-PDO/mol glicerolu i nie obserwowano
powstawania metabolitow ubocznych (wodoru, kwa-
su mastowego).

W celu poprawy wydajnosci procesu fermenta-
cji w systemie okresowym, zaproponowano model
kinetyczny oparty na rownaniu Luedekinga-Pireta
opisujacym korelacje pomigdzy wzrostem komorki,
zuzyciem substratu i wytwarzaniem metabolitow kon-
cowych [10]. Stwierdzono, ze nieliniowy sposob zasi-
lania hodowli glicerolem spowodowat lepsza produk-
tywno$¢ i wyzsze stezenie 1,3-PDO, niz w przypadku
stosowania okresowego lub ciaglego wprowadzania
glicerolu do pozywki. Poprawg efektywnos$ci proce-
su fermentacji glicerolu do 1,3-PDO przez bakterie
Klebsiella pneumoniae stwierdzono takze stosujac
dodatek fumaranu do pozywki w ilosci 5 mM/L [42].
W prezentowanych doswiadczeniach zaobserwowano,
ze zwiazek ten powodowat szybszy wzrost komorek
K. pneumoniae. Stwierdzono, ze dodatek fumaranu
moze powodowacé przyspieszenie biosyntezy 1,3-PDO
poprzez wzrost aktywnos$ci enzymow, takich jak
dehydrogenaza glicerolowa i 1,3-PDO oksydoreduk-
taza. Fumaran powodowal zmniejszenie stosunku
ekwiwalentow NAD*/NADH, w zwiazku z czym
wigcej zredukowanej energii mogto zosta¢ wykorzy-
stane w biokonwersji aldehydu 3-hydroksypropiono-
wego do 1,3-PDO.
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Rys. 2. Biochemiczne przemiany glicerolu w procesie fermentacji [schemat uproszczony wg 6, 7, 13, 69]

3.2. Dihydroksyaceton

Dihydroksyaceton jest najprostszym przedstawi-
cielem ketoz, wykorzystywanym w przemysle kosme-
tycznym jako sktadnik samoopalaczy. Biokonwersja
glicerolu do tego zwiazku na drodze mikrobiologicz-
nej mozliwa jest przy wykorzystaniu bakterii Glucono-
bacter oxydans [1, 5, 9, 12, 73]. W eksperymentach
z hodowla okresowa szczepu bakteryjnego G. oxydans
CCM 1783, w ktérych badano wpltyw dostepnosci
tlenu i wartosci pH podtoza hodowlanego na wydaj-

nos$¢ procesu fermentacji, stwierdzono zmniejszenie
produkcji dihydroksyacetonu w kwasowym S$rodo-
wisku reakcji oraz przy koncentracji tlenu ponizej
4x10~* mol/L [73]. Wykazano takze, ze biosynteza di-
hydroksyacetonu przez G. oxydans powoduje zwolnie-
nie tempa wzrostu komorek [9]. Catkowita inhibicje
wzrostu komorek zaobserwowano przy koncentracji
dihydroksyacetonu na poziomie 61 g/1. Przeprowadzo-
ne badania wskazuja na konieczno$¢ opracowania
technologii produkcji dihydroksyacetonu z jednoczes-
nym usuwaniem tego metabolitu.
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3.3. Kwas propionowy

Mikroorganizmy nie wytwarzajace 1,3-PDO zdolne
sa do przemiany glicerolu w inne uzyteczne przemysto-
wo metabolity [77, 79]. Jedna z mozliwosci wykorzy-
stania odpadowego glicerolu, jest jego utylizacja do
kwasu propionowego w procesie fermentacji z wyko-
rzystaniem bakterii z rodzaju Propionibacterium [3,
27, 79]. Szlaki metaboliczne biokonwersji glicerolu do
kwasu propionowego omowiono w rozdz. 2. Kwas pro-
pionowy znalazl szerokie zastosowanie w przemysle
chemicznym, farmaceutycznym i spozywczym. Przede
wszystkim wykorzystuje si¢ go do konserwacji pasz
(siano, kiszonki i zboze), a takze do utrwalania zyw-
nosci, gtownie do wyrobow piekarskich i serow [36].

W badaniach z wykorzystaniem bakterii propiono-
wych: Propionibacterium acidipropionici i P. freuden-
reichii ssp. shermanii, porbwnywano efektywnos$¢ pro-
cesu fermentacji stosujac jako zrodlo wegla w pozywce
glukoze lub glicerol [27]. Najwyzsza produkcja kwasu
propionowego przez badane drobnoustroje cechowata
si¢ hodowla zasilana okresowo glicerolem. Wydajnos¢
procesu z uzyciem drobnoustrojow P. acidipropionici
1 P. freudenreichii ssp. shermanii byla odpowiednio
0 49% (0,79 mol kwasu propionowego/mol glicerolu)
i 45% (0,58 mol kwasu propionowego/mol glicerolu)
wyzsza w porownaniu z hodowla zasilang glukoza.

3.4. Kwas bursztynowy

Kwas bursztynowy wykorzystywany jest do pro-
dukcji zywic syntetycznych oraz biodegradowalnych
polimerow [67, 81]. Zwiazek ten moze by¢ produk-
tem posrednim reakcji charakterystycznych dla cyklu
kwasow trikarboksylowych. Mozliwe jest takze jego
pozyskanie w procesie fermentacji z wykorzystaniem
glicerolu jako zrodta wegla [24]. Wykorzystanie Ana-
erobispirillum succiniproducens do konwersji glicerolu
do kwasu bursztynowego pozwolito na uzyskanie wy-
dajnos$ci procesu na poziomie 133% (w poréwnaniu
do glukozy). Stosunek wagowy kwasu bursztynowego
do kwasu octowego (produkt uboczny) wynosit 25,8:1
i byt az 6,5-krotnie wyzszy, niz przy zastosowaniu
glukozy jako zrodla wegla [39]. Potaczenie glukozy
i glicerolu w medium hodowlanym, spowodowato
zmniejszenie produkcji kwasu bursztynowego i wzrost
produkcji kwasu octowego. Wykorzystanie glicerolu
przez komorki A. succiniproducens uzaleznione byto
od ilosci ekstraktu drozdzowego dodanego do pozyw-
ki. Najwyzsza produkcja kwasu bursztynowego cha-
rakteryzowala si¢ hodowla, ktora okresowo zasilano
glicerolem i ekstraktem drozdzowym. W tym warian-
cie doswiadczenia zaobserwowano 160% wydajnosé¢
procesu i stosunek wagowy kwasu bursztynowego do
octowego wynoszacy 31,7:1 [39].
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3.5. Kwas cytrynowy

Kwas cytrynowy jest jednym z kwasow organicz-
nych, ktérych produkcja przemystowa opiera si¢ na pro-
cesach biotechnologicznych. Do tego celu wykorzys-
tuje si¢ gtownie plesnie z gatunku Aspergillus niger
[71]. Kwas cytrynowy stosuje si¢ jako naturalny kon-
serwant zywnosci, a takze do nadawania odpowiednich
cech smakowych produktom zywno$ciowym i napo-
jom. Uzywany jest tez jako tagodny Srodek czyszczacy,
stabilizator oraz przeciwutleniacz [62]. Swiatowa pro-
dukcja kwasu cytrynowego ksztattuje si¢ na poziomie
1,4 min ton, a gldéwnymi substratami uzywanymi do
jego produkcji sa: melasa, sacharoza i glukoza [71].

Drobnoustrojami wykazujacymi zdolno$¢ do bio-
syntezy kwasu cytrynowego sa takze drozdze Yarrowia
lipolytica [49]. Moga one wykorzystywac¢ do tego celu
rozne zrodta wegla (alkany, glukozg, etanol, oleje
roslinne) [18]. Sa takze zdolne do przeprowadzenia
biokonwersji glicerolu do kwasu cytrynowego i izo-
cytrynowego [29, 40, 56, 64, 68].

Zastosowanie odpadowego glicerolu do produkcji
kwasu cytrynowego przez Yarrowia lipolytica jest jed-
nak zagadnieniem nowym i stosunkowo malo pozna-
nym. Badania potwierdzity, ze drozdze te potrafiag wy-
korzysta¢ odpadowy glicerol do syntezy duzych ilosci
tego kwasu (do 195 g/), z dobra wydajnoscia (0,62 g/g
glicerolu) i duza selektywnos$cia (powyzej 97%)
[64—66]. Prowadzone sa takze badania nad wykorzy-
staniem mutantow drozdzy Y. lipolytica w celu zwigk-
szenia wydajnosci tego procesu oraz nad prowadze-
niem hodowli skojarzonych (np. produkcja kwasu
cytrynowego i erytrolu) [65, 66].

3.6. Kwas dokozaheksaenowy

W ostatnich latach pojawity si¢ takze doniesienia na
temat produkcji kwasu dokozaheksaenowego (DHA,
22:6 n-3) w procesie heterotroficznej fermentacji
z wykorzystaniem alg Schizochytrium limacinum. Kwas
dokozaheksaenowy jest wielonienasyconym kwasem
omega-3, ktory znalazt zastosowanie w leczeniu cho-
rob serca, rd6znego rodzaju typow raka, schizofrenii
i choroby Alzheimera [11, 70]. Wykazano takze moz-
liwo$¢ zastosowania odpadowego glicerolu do pro-
dukcji DHA [11]. Przy stgzeniu glicerolu w pozywce
na poziomie 7,5-10% oraz dodatku zrodta azotu oraz
soli mineralnych uzyskano wydajnos¢ DHA na po-
ziomie 4,9 g/L pozywki.

3.7. Wodor i etanol
Produkcja wodoru i etanolu z glicerolu na drodze

mikrobiologicznej mozliwa jest dzigki zastosowaniu
w procesie fermentacji drobnoustrojow Enterobacter
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aerogens [30, 46, 54, 57, 76]. Ito i wsp. [30] wykorzy-
stali szczep E. aerogens HU-101 do produkcji wodo-
ru i etanolu z wykorzystaniem glicerolu jako zrédta
wegla. Proces fermentacji prowadzono w systemie
ciaglym z uzyciem komorek adherujacych do zloza
upakowanego w bioreaktorze. Glicerol rozpuszczano
w syntetycznym medium w celu przy$pieszenia tempa
utylizacji tego zwiazku. Dodatek ekstraktu drozdzo-
wego 1 tryptonu do podloza spowodowat przyspie-
szenie produkcji wodoru i etanolu. Stwierdzono, ze
produktywno$¢ wodoru na czystym glicerolu wyno-
sita 80 mmol/L z wydajnoscia etanolu 0,8 mmol/mol
glicerolu. Analogiczne eksperymenty przeprowadzo-
no z wykorzystaniem surowej gliceryny, dla ktorej
produktywnos$¢ procesu byta nizsza i wynosita 30 mmol
wodoru/L/h. Zastosowanie komoérek immobilizowa-
nych na nos$niku ceramicznym pozwolito zwigkszy¢
produktywno$¢ procesu do 63 mmol wodoru/L/h,
a wydajno$¢ produkcji etanolu wyniosta wowczas
0,85 mol/mol glicerolu [30].

3.8. Inne produkty

W dostepnej literaturze prezentowane sa rowniez
badania dotyczace biokonwersji glicerolu do innych
metabolitow. Wykorzystujac grzyby Mortierella isa-
bellina (ATHUM 2935) stwierdzono mozliwo$¢ bio-
konwersji fazy glicerynowej do thuszczu mikrobiolo-
gicznego, osiagajac wydajnos¢ 4,4 g/100 g glicerolu
(51% tluszczu w suchej masie komorek) [56]. Uzy-
skana frakcja lipidowa zawierata 18% kwasu g-lino-
lenowego. Glicerol wykorzystano rowniez do produk-
cji biosurfaktantow [58, 84]. Zastosowano drozdze
Pseudozyma antarctica (JCM 103177) do biosyntezy
glikolipidow na podtozu w ktérym jedynym zréodiem
wegla byt glicerol (wydajno$¢ procesu 13,6 g/100 g
glicerolu) [51]. Glicerol wykorzystano takze do synte-
zy aminokwasow: L-lizyny i L-glutaminy przez Cory-
nebacterium glutamicum [61]. Glicerol utylizowano
rowniez w mikrobiologicznej produkcji barwnikow
takich jak prodigiozyna i astaksantyna [69]. Przy wy-
korzystaniu bakterii Serratia marcescents wyproduko-
wano 583 mg/L prodigiozyny, stosujac glicerol jako
gtowne zrodto wegla w pozywcee [74]. Utylizacji gli-
cerolu do astaksantyny w ilosci 33,7 mg/L dokonano
z kolei przy uzyciu drozdzy Phaffia rhodozyma [37].
Glicerol zastosowano rowniez do produkcji polihydro-
ksyalkanolanéw (PHA) [34].

4. Podsumowanie
Pozyskiwanie energii ze zrodet odnawialnych jest

jednym ze sposobow rozwiazania problemu wyczer-
pywania si¢ $wiatowych zasoboéw konwencjonalnych
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surowcow, takich jak wegiel, gaz ziemny czy ropa naf-
towa. Jest to rowniez metoda na ograniczenie nie-
korzystnych zmian $rodowiskowych (m.in. emisji di-
tlenku wegla) jakie niesie za soba stosowanie tradycyj-
nych technik pozyskiwania energii. Problem stanowi
jednak koszt uzyskiwania energii ze zrédet odnawial-
nych, ktoéry znacznie przewyzsza ceny paliw tradycyj-
nych [17, 31, 77]. Wszystko to sprawia, ze ludzko$¢
juz teraz poszukuje rozwiazan alternatywnych.

Przewidywany wzrost produkcji tzw. biodiesla, za-
réwno w Polsce jak i na §wiecie, niesie za soba koniecz-
nos$¢ zagospodarowania produktoéw ubocznych tego
procesu (m.in. fazy glicerynowej), co moze w znaczacy
sposob przyczynié si¢ do obnizenia cen tego paliwa.
W niniejszym opracowaniu przedstawiono mozliwosci
wykorzystania glicerolu lub fazy glicerynowej jako
substratu dla proceséw mikrobiologicznych, ktorych
metabolity sa uzyteczne przemystowo. W tabeli I
przedstawiono przyklady biokowersji glicerolu przez
roézne szczepy drobnoustrojow, wraz z typem hodowli,
rodzajem wykorzystywanego substratu oraz maksy-
malna wydajnos$cia procesu.

Pomimo coraz wigkszej wiedzy na temat drobno-
ustrojow zdolnych do utylizacji glicerolu, pojawiaja
si¢ przestanki mogace spowodowac ograniczenie ich
wykorzystania w przemysle. Czynnikami limitujacymi
w takich przypadkach jest patogenno$¢ drobnoustro-
jow, wymagania dotyczace warunkow hodowli, ko-
nieczno$¢ drogiej suplementacji pozywek, jak rowniez
ograniczone stosowanie technik genetycznych w wa-
runkach przemystowych i staba wiedza na temat fizjo-
logii mutantow [3, 83, 87, 88]. Mikroorganizmem
0 bardzo dobrze poznanej fizjologii poddawanym z po-
wodzeniem manipulacjom genetycznym, jest Escheri-
chia coli [3]. Przez ostatnie 80 lat uwazano te¢ bakteri¢
za niezdolna do fermentacji glicerolu. Dowiedziono
jednak, ze przy zapewnieniu odpowiednich warunkow
procesu, takich jak kwasny odczyn $rodowiska, usu-
wanie powstajacego w wyniku fermentacji gazowego
wodoru i zapewnienie odpowiedniego sktadu podtoza,
bakterie E. coli moga metabolizowac glicerol w sposob
catkowicie beztlenowy [3, 15, 80]. Zdolne sa wow-
czas do wytworzenia etanolu, kwasu bursztynowego,
kwasu octowego i kwasu mlekowego [11, 15]. Obec-
nie trwaja prace badawcze nad poznaniem szlakow
metabolicznych odpowiedzialnych za te uzdolnienia.
Biokonwersja glicerolu jest takze mozliwa przy uzy-
ciu rekombinowanych szczepdw E. coli [55, 59].

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze sktad
fazy glicerynowej, powstajacej przy produkcji bio-
diesla, jest istotnym czynnikiem warunkujacym bio-
konwersje¢ glicerolu przez drobnoustroje. Substancje
zawarte w tej frakcji, inne niz glicerol, moga mie¢ in-
hibujacy (lub stymulujacy) wptyw na przebieg tego
procesu. Autorzy badan ograniczajq si¢ najczesciej do
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Tabela I
Przyktady biokonwersji glicerolu przez drobnoustroje
Produkt Wykorzystywane Typ hodowli Substrat' Wydajnos¢  Pismien-
mikroorganizmy procesu nictwo
1,3-PDO Clostridium butyricum | okresowa (beztlenowa) |glicerol — 129 g/L 0,63 mol/mol [26]
faza glicerynowa — 121 g/L | 0,66 mol/mol
(67% glicerolu)
Clostridium butyricum |ciagla (z zawracaniem |glycerol — 56 g/L 0,48 g/g [8]
komorek, beztlenowa)
Klebsiella pneumoniae | okresowo-doptywowa |glicerol — 20 g/L 0,49 mol/mol [52]
faza glicerynowa — 20 g/L | 0,46—0,47 mol/mol
(85% glicerolu)
Klebsiella pneumoniae | okresowa glicerol — 20 g/L 0,75 mol/mol [85]
(szczep XJ-Li) okresowo-doptywowa |glicerol — 20 g/L 0,70 mol/mol
dihydroksyaceton | Gluconobacter oxydans |okresowa glicerol — 50 g/L 0,64 mol/mol [73]
kwas propionowy | Propionibacterium okresowa glicerol — 20 g/l 0,84 g/g [3]
acidipropionici
Propionibacterium okresowa glicerol — 20 g/l 0,79 mol/mol [26]
acidipropionici
Propionibacterium
freudenreichii ssp. okresowa glicerol — 20 g/l 0,58 mol/mol [27]
shermanii
kwas bursztynowy | rodzina Pasteurellaceae |okresowa (beztlenowa) |glicerol — 10 g/L 1,2 g/g [67]
(szczep DD1)
Anaerobiospirillum okresowa glicerol — 20 g/L 1,3 g/g [39]
succiniciproducens (algi)
kwas cytrynowy Yarrowia lipolytica okresowa faza glicerynowa — 200 g/L | 0,67 g/g glicerolu [66]
(mutanty octanowe) (55% glicerolu)
Yarrowia lipolytica okresowo-doptywowa |glicerol — 250 g/L 0,44 g/g [65]
(szczep Wratislavia K1)
kwas Schizochytrium okresowa glicerol — 75 g/L 171,37 mg/g [11]
dokozaheksaenowy| limacinum (algi) faza glicerynowa—75 g/L | (85% glicerolu) 170,45 mg/g
etanol Enterobacter aerogenes |ciagla z komorkami faza glicerynowa — 1,7 g/L | 0,85 mol/mol [30]
HU-101 immobilizowanymi (41% glicerolu)

! Podano rodzaj zastosowanego substratu (glicerol lub faza glicerynowa) oraz jego stgzenie w pozywce hodowlanej, dla fazy glicerynowej podano

takze zawarto$¢ czystego glicerolu.

2 Wydajno$¢ procesu podano w g substratu/g produktu (lub mol/mol); w przypadku fazy glicerynowej wydajnos¢ procesu przeliczono na czysty glicerol.

podania zawarto$ci czystego glicerolu w tej frakcji
i/lub jej pochodzenia [52, 66]. Jest to niewystarczajace
do kompleksowej oceny mozliwos$ci wykorzystania
fazy glicerynowej w procesach mikrobiologicznych.
Z ekonomicznego punktu widzenia, utylizacja od-
padowego glicerolu na drodze biokonwersji mikrobio-
logicznej jest szansa dla przemystu paliwowego. Moz-
liwe jest to dzigki wykorzystaniu odpowiednich grup
drobnoustrojow, mogacych fermentowac glicerol do
uzytecznych przemyslowo metabolitow, z dobra wy-
dajnoscia, bez koniecznosci oczyszczania fazy glice-
rynowej. Istotnym aspektem jest tez cena jaka pow-
staty produkt moze osiagnac¢ na rynkach §wiatowych.
Przy bardzo niskich kosztach otrzymywania fazy gli-
cerynowej (60—80 € za tong) wysoka cena metaboli-
tow moze warunkowac optacalnos¢ takich procesow.
Produkty takie jak 1,3-PDO czy kwas cytrynowy
sa stosunkowo tanie (1,5-2 $ za kg i 0,8-1,2 § za kg,

odpowiednio), ale ceny innych metabolitdéw sa znacz-
nie bardziej atrakcyjne (np. erytrol — 4,5 § za kg,
thuszcz zawierajacy kwas y-linolenowy — 40-50 § za
kg) [29, 56, 65].

W chwili obecnej biodiesel i bioetanol sa znacznie
drozsze od paliw otrzymywanych z ropy naftowe;.
O kosztach biopaliw decyduje przede wszystkim cena
surowca, ktora z kolei zalezy od rodzaju tego surow-
ca, stosowanej technologii, a takze aktualnych po-
datkow i ulg (podatek VAT, akcyza, oplata paliwowa)
[16, 19, 20]. Produkcja biopaliw moze by¢ optacalna
pod warunkiem sprzedazy nie tylko paliwa, ale takze
produktow ubocznych powstajacych w trakcie jego
wytwarzania (stomy, §ruty poekstrakcyjnej, glicerolu,
czy mydel). Perspektywy wykorzystania glicerolu lub
fazy glicerynowej w procesach mikrobiologicznych
sa bardzo duze, ale wymaga to jeszcze dalszych ba-
dan dotyczacych przede wszystkim doboru szczepoéw
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(ewentualnych ich modyfikacji genetycznych), do-
ktadnego poznania szlakow metabolicznych utylizacji
glicerolu oraz optymalizacji warunkéw hodowli.
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