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1. Wprowadzenie

Surowce kopalniane s¹ g³ównym �ród³em energii
na �wiecie. Malej¹ce zasoby tych paliw, a co za tym
idzie drastyczny wzrost cen oraz globalne ocieplenie
i zanieczyszczenie �rodowiska powoduj¹ du¿e zainte-
resowanie odnawialnymi i niekonwencjonalnymi �ród-
³ami energii [47, 79]. Jednym z nich jest biopaliwo do
silników wysokoprê¿nych, tzw. biodiesel, produko-
wany z olejów ro�linnych i t³uszczów zwierzêcych na
drodze transestryfikacji. W procesie tym otrzymuje siê
znaczne ilo�ci odpadowej fazy glicerynowej zawiera-
j¹cej w swym sk³adzie glicerol (propano-1,2,3-triol)
(50�60%), metanol, mono- i diacyloglicerole, wolne
kwasy t³uszczowe oraz myd³a [64].

W 2004 roku w Unii Europejskiej wyprodukowa-
no ³¹cznie 1,93 mln ton biodiesla, a w roku 2010 prze-
widuje siê zwiêkszenie produkcji do 10 mln ton [31].
W Polsce sektor estrów metylowych znajduje siê jesz-
cze w fazie wstêpnego rozwoju. Zdolno�ci produkcyj-
ne naszego kraju na koniec 2006 roku w zakresie tego
biopaliwa wynosi³y 180�200 tys. ton. Wzrost zdolno�-
ci produkcyjnych w roku 2007 wynosi³ 900�1000 ton.

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

Tak du¿a produkcja biodiesla niesie za sob¹ powa¿-
ny problem z zagospodarowaniem ok. 200�300 tys.
ton fazy glicerynowej rocznie, której zbyt odgrywaæ
bêdzie istotn¹ rolê w kszta³towaniu cen tego biopali-
wa [20, 47]. Jak wykaza³y badania optymalizacyjne,
zwiêkszenie wydajno�ci biodiesla powoduje pogorsze-
nie jego jako�ci, a z kolei poprawa jako�ci biodiesla
odbywa siê kosztem pogorszenia jako�ci fazy glicery-
nowej. Dodatkowo sk³ad tego odpadu glicerynowego
zmienia siê w zale¿no�ci od rodzaju zastosowanego
t³uszczu i technologii [19, 45, 72].

Wykorzystanie fazy glicerynowej jest ograniczone
ze wzglêdu na obecno�æ w niej metanolu w granicach
5�9%. Z uwagi na ilo�æ otrzymywanej fazy gliceryno-
wej z przewidywanej produkcji biodiesla, stosowanie
jej np. jako nawozu mog³oby doprowadziæ do zanie-
czyszczenia powietrza metanolem [19]. Najwiêksi pro-
ducenci biodiesla oczyszczaj¹ surowy glicerol stosuj¹c
zabiegi filtracyjne, chemiczne oraz frakcyjn¹ desty-
lacjê pró¿niow¹ [25, 44, 76]. Czysty glicerol mo¿na
wykorzystaæ w przemy�le spo¿ywczym (do s³odzenia
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likierów), kosmetycznym (jako �rodek nawil¿aj¹cy),
w³ókienniczym, farmaceutycznym, celulozowo-papier-
niczym, do produkcji nitrogliceryny lub jako dodatek
paszowy do karmienia trzody chlewnej [48, 63, 64].

 Rozwi¹zaniem problemu zagospodarowania suro-
wego glicerolu mo¿e byæ wykorzystanie fazy gliceryno-
wej lub czê�ciowo tylko oczyszczonego glicerolu jako
sk³adnika pod³ó¿ do hodowli drobnoustrojów, których
metabolity s¹ u¿yteczne przemys³owo. Niesie to za
sob¹ konieczno�æ poznania szlaków metabolicznych,
które odgrywaj¹ istotn¹ rolê w biokonwersji glicerolu
przez drobnoustroje. Istotnym czynnikiem poznaw-
czym jest tak¿e optymalizacja warunków hodowli dla
poszczególnych rodzajów mikroorganizmów.

2. G³ówne szlaki przemian metabolicznych glicerolu

W �wiecie Procaryota odkryto dwa g³ówne szlaki
przemian biochemicznych glicerolu [41], które przed-
stawiono na schemacie (rys. 1). Pierwszy z nich
(szlak A) polega na fosforylacji glicerolu przy pomocy
enzymu kinazy glicerolowej do 3-fosfoglicerolu, który
to zwi¹zek poddany dzia³aniu dehydrogenazy 3-fosfo-
glicerolowej powoduje przemianê w fosfodihydroksy-
aceton. Fosfodihydroksyaceton powstaje tak¿e w trochê

odmiennym szlaku metabolicznym glicerolu (szlak B),
gdzie najpierw nastêpuje utlenienie glicerolu do di-
hydroksyacetonu, a nastêpnie jego fosforylacja. Dalsze
przemiany fosfodihydroksyacetonu s¹ jednakowe dla
obu szlaków metabolicznych (proces glikolizy) [41].
Zwi¹zek ten przekszta³cony zostaje do aldehydu 3-fo-
sfoglicerynowego za pomoc¹ izomerazy triozofosfo-
ranowej, poniewa¿ dalszy przebieg reakcji mo¿liwy
jest tylko przy udziale tej aldozy. Ilo�æ zu¿ywanego
w dalszych etapach reakcji aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego determinuje intensywno�æ przemian fosfo-
dihydroksyacetonu. Nastêpnie w wyniku dzia³ania de-
hydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego powstaje
1,3-bisfosfoglicerynian, który dziêki wi¹zaniu fosfo-
ranowemu o wysokiej energii powoduje wytworzenie
cz¹steczki ATP (adenozynotrifosforanu) oraz 3-fosfo-
glicerynianu. Reakcja ta zachodzi przy udziale kinazy
fosfoglicerynianowej. Dziêki aktywno�ci fosfoglice-
romutazy, 3-fosfoglicerynian przekszta³cony zostaje
w 2-fosfoglicerynian, a obecno�æ enolazy powoduje
konwersjê 2-fosfoglicerynianu do fosfoenolopirogro-
nianu. W nastêpnej reakcji, kinaza pirogronianowa
przenosi grupê fosforylow¹ z fosfoenolopirogronianu
na ADP (adenozynodifosforan), dziêki czemu otrzy-
mujemy ATP i pirogronian. W zale¿no�ci od rodzaju
drobnoustroju, pirogronian (po przekszta³ceniu w ace-
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Rys. 1. Podstawowe szlaki biokonwersji glicerolu u drobnoustrojów [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 wêgla i wody
w cyklu kwasów trikarboksylowych (cykl Krebsa).
W warunkach beztlenowych (procesy fermentacyjne),
przemiany pirogronianu polegaj¹ na jego bezpo�red-
niej lub po�redniej redukcji, której towarzyszy utlenia-
nie NADH+H (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy
� forma zredukowana) do NAD (dinukleotyd nikotyna-
midoadeninowy) [6, 69].

Drobnoustroje, które potrafi¹ zu¿yæ glicerol jako
�ród³a wêgla i energii, s¹ zdolne do wykorzystania
równie¿ innych szlaków metabolicznych, nie zawsze
do koñca poznanych i wyja�nionych (np. u niektórych
bakterii halofilnych wysokie stê¿enie soli w pod³o¿u
hodowlanym hamuje aktywno�æ zarówno dehydro-
genazy fosfoglicerolowej jak i kinazy glicerolowej,
a jednak mikroorganizmy te zdolne s¹ do wykorzysta-
nia glicerolu jako �ród³a wêgla) [41, 68].

Charakterystyczny jest równie¿ szlak metaboliczny
fermentacji propionowej z udzia³em glicerolu, który
rozpoczyna siê jego utlenieniem do dihydroksyace-
tonu, ufosforylowaniem do fosfodihydroksyacetonu,
a w nastêpnej kolejno�ci na przemianach charaktery-
stycznych dla procesu glikolizy prowadz¹cych do po-
wstania pirogronianu (rys. 1, szlak B). Kolejny etap
przemian polega na transkarboksylacji pirogronianu
do szczawiooctanu przy udziale kompleksu CO2-bio-
tyna, a nastêpnie jego redukcja przez jab³czan i fuma-
ran do bursztynianu. Przy udziale ATP i koenzymu A
(CoA) powstaje w dalszej kolejno�ci sukcynylo-CoA,
a ten przekszta³cany jest w metylomalonylo-CoA
przez izomerazê metylomalonylo-CoA i witaminê B12.
Powsta³y metylomalonylo-CoA przy udziale transkar-
boksylazy ulega dekarboksylacji do propionylo-CoA,
który zostaje rozszczepiony na pirogronian i CoA.
W czasie tego procesu CO2 jest przeniesiony na piro-
gronian dziêki aktywno�ci biotyny transkarboksylazy
[35, 79]. Wysoki stopieñ redukcji glicerolu przyczy-
nia siê do zwiêkszonej syntezy kwasu propionowego
ze wzglêdu na d¹¿enie do utrzymania w równowadze
potencja³u oksydacyjno-redukcyjnego, zgodnego z cha-
rakterem szlaku metabolicznego wykorzystywanego
przez bakterie propionowe [3]. Podczas fermentacji
propionowej z udzia³em glicerolu, oprócz kwasu pro-
pionowego, stwierdza siê tak¿e produkcjê innych
metabolitów tj. kwasów bursztynowego, octowego,
mrówkowego oraz propanolu [3, 27]. W przypadku
zastosowania konwencjonalnych �róde³ wêgla nie
stwierdzono powstawania dwóch ostatnich metaboli-
tów [38]. Obecno�æ kwasu mrówkowego i propanolu
w medium hodowlanym mo¿na wyt³umaczyæ koniecz-
no�ci¹ wyrównania potencja³u oksydacyjno-redukcyj-
nego w komórce i tym samym wytwarzanie bardziej
zredukowanych metabolitów [3]. Mechanizmy i szlaki

metaboliczne odpowiedzialne za taki profil fermenta-
cji nie zosta³y jak dot¹d poznane.

W ostatnich latach coraz wiêcej uwagi po�wiêca siê
wykorzystaniu narzêdzi in¿ynierii genetycznej i meta-
bolicznej w regulacji szlaków przemian biochemicz-
nych glicerolu. Sterowanie metabolizmem komórki za
pomoc¹ technik rekombinacji DNA pozwala na osi¹g-
niêcie wy¿szych wydajno�ci i/lub produktywno�ci
metabolitów, wykorzystanie innych �róde³ wêgla,
przeprowadzanie bezpo�rednich syntez produktów
(pominiêcie etapów po�rednich) lub otrzymanie ca³-
kiem nowych substancji [49, 53]. Bakterie Clostridium
butyricum przekszta³caj¹ glicerol do 1,3-propanodiolu
(1,3-PDO) bez udzia³u B12-zale¿nej dehydratazy glice-
rolowej (zjawisko to nie wystêpuje u innych gatunków
z rodzaju Clostridium). Przeprowadzono badania nad
biosyntez¹ 1,3-PDO, w których przeniesiono geny ko-
duj¹ce ten proces z Clostridium butyricum do Clostri-
dium acetobutylicum i wykazano mo¿liwo�æ produk-
cji tego alkoholu bez udzia³u B12-zale¿nej dehydratazy
glicerolowej, z wy¿sz¹ wydajno�ci¹ i produktywno�-
ci¹ ni¿ szczep niezmodyfikowany [23]. Analogiczne
postêpowanie pozwoli³o na wykorzystanie glicerolu do
produkcji m.in. kwasu 3-hydroksypropionowego przez
rekombinowany szczep Escherichia coli (przeniesienie
genów z Klebsiella pneumoniae) [59], efektywnej bio-
syntezy 1,3-PDO przez E. coli (przeniesienie genów
z Citrobacter freundii) [86] czy produkcji aminokwasu
lizyny przez Corynebacterium glutamicum (ekspresja
genów koduj¹cych syntezê kinazy glicerolowej i de-
hydrogenazy 3-fosfoglicerolowej z E. coli) [61]. Bada-
nia nad biokonwersj¹ glicerolu przez drobnoustroje z wy-
korzystaniem tych technik intensywnie siê rozwijaj¹,
a ich postêp pobudzany jest istniej¹cymi lub potencjal-
nymi komercyjnymi ich zastosowaniami [2, 21, 50, 55].

Biokonwersja glicerolu (lub fazy glicerynowej)
przez drobnoustroje daje mo¿liwo�ci ominiêcia niedo-
godno�ci wynikaj¹cych z zastosowania tego surowca
w procesach katalizy chemicznej. Wykorzystanie glice-
rolu w syntezach organicznych wymaga czêsto stoso-
wania w procesie technologicznym wysokich tempera-
tur i/lub wysokich ci�nieñ (otrzymywanie akroleiny,
alkoholu alilowego, tert-butylowych eterów glicerolu),
stwarza konieczno�æ oczyszczania fazy glicerynowej
lub w konsekwencji powoduje otrzymanie produktu
o niskiej jako�ci [14, 32, 33, 78].

Ze wzglêdu na wy¿szy poziom redukcji glicerolu
w porównaniu do konwencjonalnych substratów,
oczekuje siê wy¿szej wydajno�ci jego przemian w pro-
cesach biotechnologicznych [27]. Przekszta³cenie gli-
cerolu w szlaku glikolitycznym do fosfoenolopiro-
gronianu lub pirogronianu powoduje wytworzenie
podwójnej ilo�ci redukuj¹cych ekwiwalentów w porów-
naniu z ilo�ci¹, która powsta³aby podczas metabolizmu
glukozy lub ksylozy. Glicerol dostarcza wiêc wiêcej
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energii do dalszych przemian [77, 79]. Z ekonomiczne-
go punktu widzenia korzystniejsze jest u¿ycie glicerolu
w procesach beztlenowych, ze wzglêdu na ni¿sze koszty
aparatury w porównaniu do tlenowych odpowiedników,
a tak¿e ze wzglêdu na mniejsze zu¿ycie energii [22].

3. Biokonwersja glicerolu do produktów
u¿ytecznych przemys³owo

3.1. 1,3-propanodiol

Jednym z produktów u¿ytecznych przemys³owo,
które mo¿na otrzymaæ na drodze mikrobiologicznych
przemian glicerolu, jest 1,3-PDO. Do tego celu stosuje
siê z powodzeniem takie drobnoustroje jak: Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii, Lactobacillus brevis,
L. buchneri, a tak¿e Clostridium pasterianum oraz
C. butyricum [4, 7, 8, 13, 23, 26, 28, 56, 60]. W prakty-
ce przemys³owej 1,3-PDO jest wykorzystywany jako
monomer do produkcji poliestrów (np. tetraftalanu poli-
propylenowego), poliuretanów, smarów, rozpuszczalni-
ków organicznych (np. dioksanu, izobutenu). Stwier-
dzono, ¿e materia³y powsta³e z reakcji polimeryzacji
1,3-PDO charakteryzuj¹ siê dobr¹ biodegradowalno�-
ci¹, wiêkszym bezpieczeñstwem przemys³owym, lepsz¹
specyficzno�ci¹ i s¹ tañsze [4, 31]. Zwi¹zek ten znalaz³
równie¿ szereg zastosowañ w przemy�le kosmetycz-
nym (jako �rodek nawil¿aj¹cy i neutralizuj¹cy) i farma-
ceutycznym (jako �rodek stabilizuj¹cy) [52, 77, 85].

Analiza biochemiczna produktów reakcji biokon-
wersji glicerolu do 1,3-PDO, jako g³ównego produktu
reakcji, wskazuje na mo¿liwo�æ przebiegu tych prze-
mian z wykorzystaniem dwóch szlaków metabolicz-
nych [88]. �wiadczy to o d¹¿eniu do utrzymania w uk³a-
dzie równowagi potencja³u oksydacyjno-redukcyjnego
bez zewnêtrznych akceptorów elektronów [43, 79].
Przemiany biochemiczne glicerolu w procesie fermen-
tacji z wykorzystaniem bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae i rodzaju Clostridium przedstawiono na rys. 2.
W redukuj¹cym szlaku procesu fermentacji glicerolu
powstaje 1,3-PDO. W przemianie tej mamy do czynie-
nia z reakcj¹ hydrogenolizy (uwodornienie monome-
rów), w której glicerol zostaje przekszta³cony za pomo-
c¹ B12-zale¿nej dehydratazy glicerolowej (dehydratazy
z udzia³em koenzymu B12), 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 produktów charakterystycznych
dla procesu glikolizy [7, 13]. Przy wykorzystaniu bak-
terii z rodzaju Clostridium powstaje kwas mas³owy,
n-butanol, etanol i kwas octowy. Dwa ostatnie meta-
bolity oraz 2,3-butanodiol otrzymuje siê stosuj¹c bak-
terie z rodziny Enterobacteriacae [7].

Przeprowadzono obszerne badania nad biokonwer-
sj¹ glicerolu do 1,3-PDO z udzia³em bakterii Clostri-
dium butyricum [26]. Zastosowano w nich fermentacjê
okresow¹, w której u¿yto trzy rodzaje pod³ó¿ ho-
dowlanych: po¿ywkê o optymalnej zawarto�ci sk³ad-
ników pokarmowych, po¿ywkê o ograniczonej po-
da¿y zwi¹zków od¿ywczych oraz zubo¿one pod³o¿e,
w którym biotynê zast¹piono ekstraktem dro¿d¿owym.
W celu okre�lenia optymalnej zawarto�ci �ród³a azotu,
do po¿ywki o ograniczonej poda¿y zwi¹zków od¿yw-
czych dodawano zró¿nicowane ilo�ci chlorku amonu.
W przeprowadzonych eksperymentach zaobserwowa-
no, ¿e dodatek biotyny w ilo�ci 4 µg/L by³ wystarcza-
j¹cy do przeprowadzenia efektywnej biokonwersji gli-
cerolu i surowej gliceryny do 1,3-PDO (65�67 g/L).
Stwierdzono tak¿e, ¿e w pod³o¿u o ograniczonej
poda¿y sk³adników od¿ywczych, dostêpno�æ �ród³a
azotu (stosunek C:N poni¿ej 81:1) by³a czynnikiem
limituj¹cym wykorzystanie glicerolu. Przeprowadzo-
ne do�wiadczenia wykaza³y, ¿e bakterie C. butyricum
s¹ zdolne do biokonwersji odpadowej fazy gliceryno-
wej na tym samym poziomie, co w przypadku pod³o¿a
o optymalnej zawarto�ci sk³adników pokarmowych,
bazuj¹cego na ekstrakcie dro¿d¿owym [26].

Zdolno�æ bakterii Clostridium butyricum do kon-
wersji glicerolu do 1,3-PDO (0,55 g/g glicerolu) po-
twierdzono tak¿e w innych badaniach [82, 83]. Obli-
czona teoretyczna wydajno�æ procesu osi¹gnê³a poziom
0,72 mol 1,3-PDO/mol glicerolu i nie obserwowano
powstawania metabolitów ubocznych (wodoru, kwa-
su mas³owego).

W celu poprawy wydajno�ci procesu fermenta-
cji w systemie okresowym, zaproponowano model
kinetyczny oparty na równaniu Luedekinga-Pireta
opisuj¹cym korelacjê pomiêdzy wzrostem komórki,
zu¿yciem substratu i wytwarzaniem metabolitów koñ-
cowych [10]. Stwierdzono, ¿e nieliniowy sposób zasi-
lania hodowli glicerolem spowodowa³ lepsz¹ produk-
tywno�æ i wy¿sze stê¿enie 1,3-PDO, ni¿ w przypadku
stosowania okresowego lub ci¹g³ego wprowadzania
glicerolu do po¿ywki. Poprawê efektywno�ci proce-
su fermentacji glicerolu do 1,3-PDO przez bakterie
Klebsiella pneumoniae stwierdzono tak¿e stosuj¹c
dodatek fumaranu do po¿ywki w ilo�ci 5 mM/L [42].
W prezentowanych do�wiadczeniach zaobserwowano,
¿e zwi¹zek ten powodowa³ szybszy wzrost komórek
K. pneumoniae. Stwierdzono, ¿e dodatek fumaranu
mo¿e powodowaæ przyspieszenie biosyntezy 1,3-PDO
poprzez wzrost aktywno�ci enzymów, takich jak
dehydrogenaza glicerolowa i 1,3-PDO oksydoreduk-
taza. Fumaran powodowa³ zmniejszenie stosunku
ekwiwalentów NAD+/NADH, w zwi¹zku z czym
wiêcej zredukowanej energii mog³o zostaæ wykorzy-
stane w biokonwersji aldehydu 3-hydroksypropiono-
wego do 1,3-PDO.
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3.2. Dihydroksyaceton

Dihydroksyaceton jest najprostszym przedstawi-
cielem ketoz, wykorzystywanym w przemy�le kosme-
tycznym jako sk³adnik samoopalaczy. Biokonwersja
glicerolu do tego zwi¹zku na drodze mikrobiologicz-
nej mo¿liwa jest przy wykorzystaniu bakterii Glucono-
bacter oxydans [1, 5, 9, 12, 73]. W eksperymentach
z hodowl¹ okresow¹ szczepu bakteryjnego G. oxydans
CCM 1783, w których badano wp³yw dostêpno�ci
tlenu i warto�ci pH pod³o¿a hodowlanego na wydaj-

no�æ procesu fermentacji, stwierdzono zmniejszenie
produkcji dihydroksyacetonu w kwasowym �rodo-
wisku reakcji oraz przy koncentracji tlenu poni¿ej
4×10�4 mol/L [73]. Wykazano tak¿e, ¿e biosynteza di-
hydroksyacetonu przez G. oxydans powoduje zwolnie-
nie tempa wzrostu komórek [9]. Ca³kowit¹ inhibicjê
wzrostu komórek zaobserwowano przy koncentracji
dihydroksyacetonu na poziomie 61 g/l. Przeprowadzo-
ne badania wskazuj¹ na konieczno�æ opracowania
technologii produkcji dihydroksyacetonu z jednoczes-
nym usuwaniem tego metabolitu.
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3.3. Kwas propionowy

Mikroorganizmy nie wytwarzaj¹ce 1,3-PDO zdolne
s¹ do przemiany glicerolu w inne u¿yteczne przemys³o-
wo metabolity [77, 79]. Jedn¹ z mo¿liwo�ci 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 omówiono w rozdz. 2. Kwas pro-
pionowy znalaz³ szerokie zastosowanie w przemy�le
chemicznym, farmaceutycznym i spo¿ywczym. Przede
wszystkim wykorzystuje siê go do konserwacji pasz
(siano, kiszonki i zbo¿e), a tak¿e do utrwalania ¿yw-
no�ci, g³ównie do wyrobów piekarskich i serów [36].

W badaniach z wykorzystaniem bakterii propiono-
wych: Propionibacterium acidipropionici i P. freuden-
reichii ssp. shermanii, porównywano efektywno�æ pro-
cesu fermentacji stosuj¹c jako �ród³o wêgla w po¿ywce
glukozê lub glicerol [27]. Najwy¿sz¹ produkcj¹ kwasu
propionowego przez badane drobnoustroje cechowa³a
siê hodowla zasilana okresowo glicerolem. Wydajno�æ
procesu z u¿yciem drobnoustrojów P. acidipropionici
i P. freudenreichii ssp. shermanii by³a odpowiednio
o 49% (0,79 mol kwasu propionowego/mol glicerolu)
i 45% (0,58 mol kwasu propionowego/mol glicerolu)
wy¿sza w porównaniu z hodowl¹ zasilan¹ glukoz¹.

3.4. Kwas bursztynowy

Kwas bursztynowy wykorzystywany jest do pro-
dukcji ¿ywic syntetycznych oraz biodegradowalnych
polimerów [67, 81]. Zwi¹zek ten mo¿e byæ produk-
tem po�rednim reakcji charakterystycznych dla cyklu
kwasów trikarboksylowych. Mo¿liwe jest tak¿e jego
pozyskanie w procesie fermentacji z wykorzystaniem
glicerolu jako �ród³a wêgla [24]. Wykorzystanie Ana-
erobispirillum succiniproducens do konwersji glicerolu
do kwasu bursztynowego pozwoli³o na uzyskanie wy-
dajno�ci procesu na poziomie 133% (w porównaniu
do glukozy). Stosunek wagowy kwasu bursztynowego
do kwasu octowego (produkt uboczny) wynosi³ 25,8:1
i by³ a¿ 6,5-krotnie wy¿szy, ni¿ przy zastosowaniu
glukozy jako �ród³a wêgla [39]. Po³¹czenie glukozy
i glicerolu w medium hodowlanym, spowodowa³o
zmniejszenie produkcji kwasu bursztynowego i wzrost
produkcji kwasu octowego. Wykorzystanie glicerolu
przez komórki A. succiniproducens uzale¿nione by³o
od ilo�ci ekstraktu dro¿d¿owego dodanego do po¿yw-
ki. Najwy¿sz¹ produkcj¹ kwasu bursztynowego cha-
rakteryzowa³a siê hodowla, któr¹ okresowo zasilano
glicerolem i ekstraktem dro¿d¿owym. W tym warian-
cie do�wiadczenia zaobserwowano 160% wydajno�æ
procesu i stosunek wagowy kwasu bursztynowego do
octowego wynosz¹cy 31,7:1 [39].

3.5. Kwas cytrynowy

Kwas cytrynowy jest jednym z kwasów organicz-
nych, których produkcja przemys³owa opiera siê na pro-
cesach biotechnologicznych. Do tego celu wykorzys-
tuje siê g³ównie ple�nie z gatunku Aspergillus niger
[71]. Kwas cytrynowy stosuje siê jako naturalny kon-
serwant ¿ywno�ci, a tak¿e do nadawania odpowiednich
cech smakowych produktom ¿ywno�ciowym i napo-
jom. U¿ywany jest te¿ jako ³agodny �rodek czyszcz¹cy,
stabilizator oraz przeciwutleniacz [62]. �wiatowa pro-
dukcja kwasu cytrynowego kszta³tuje siê na poziomie
1,4 mln ton, a g³ównymi substratami u¿ywanymi do
jego produkcji s¹: melasa, sacharoza i glukoza [71].

Drobnoustrojami wykazuj¹cymi zdolno�æ do bio-
syntezy kwasu cytrynowego s¹ tak¿e dro¿d¿e Yarrowia
lipolytica [49]. Mog¹ one wykorzystywaæ do tego celu
ró¿ne �ród³a wêgla (alkany, glukozê, etanol, oleje
ro�linne) [18]. S¹ tak¿e 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 ma³o pozna-
nym. Badania potwierdzi³y, ¿e dro¿d¿e te potrafi¹ wy-
korzystaæ odpadowy glicerol do syntezy du¿ych ilo�ci
tego kwasu (do 195 g/l), z dobr¹ wydajno�ci¹ (0,62 g/g
glicerolu) i du¿¹ selektywno�ci¹ (powy¿ej 97%)
[64�66]. Prowadzone s¹ tak¿e badania nad wykorzy-
staniem mutantów dro¿d¿y Y. lipolytica w celu zwiêk-
szenia wydajno�ci tego procesu oraz nad prowadze-
niem hodowli skojarzonych (np. produkcja kwasu
cytrynowego i erytrolu) [65, 66].

3.6. Kwas dokozaheksaenowy

W ostatnich latach pojawi³y siê tak¿e 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, który znalaz³ zastosowanie w leczeniu cho-
rób serca, ró¿nego rodzaju typów raka, schizofrenii
i choroby Alzheimera [11, 70]. Wykazano tak¿e mo¿-
liwo�æ zastosowania odpadowego glicerolu do pro-
dukcji DHA [11]. Przy stê¿eniu glicerolu w po¿ywce
na poziomie 7,5�10% oraz dodatku �ród³a azotu oraz
soli mineralnych uzyskano wydajno�æ DHA na po-
ziomie 4,9 g/L po¿ywki.

3.7. Wodór i etanol

Produkcja wodoru i etanolu z glicerolu na drodze
mikrobiologicznej mo¿liwa jest dziêki zastosowaniu
w procesie fermentacji drobnoustrojów 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 �ród³a
wêgla. Proces fermentacji prowadzono w systemie
ci¹g³ym z u¿yciem komórek adheruj¹cych do z³o¿a
upakowanego w bioreaktorze. Glicerol rozpuszczano
w syntetycznym medium w celu przy�pieszenia tempa
utylizacji tego zwi¹zku. Dodatek ekstraktu dro¿d¿o-
wego i tryptonu do pod³o¿a spowodowa³ przyspie-
szenie produkcji wodoru i etanolu. Stwierdzono, ¿e
produktywno�æ wodoru na czystym glicerolu wyno-
si³a 80 mmol/L z wydajno�ci¹ etanolu 0,8 mmol/mol
glicerolu. Analogiczne eksperymenty przeprowadzo-
no z wykorzystaniem surowej gliceryny, dla której
produktywno�æ procesu by³a ni¿sza i wynosi³a 30 mmol
wodoru/L/h. Zastosowanie komórek immobilizowa-
nych na no�niku ceramicznym pozwoli³o zwiêkszyæ
produktywno�æ procesu do 63 mmol wodoru/L/h,
a wydajno�æ produkcji etanolu wynios³a wówczas
0,85 mol/mol glicerolu [30].

3.8. Inne produkty

W dostêpnej literaturze prezentowane s¹ równie¿
badania dotycz¹ce biokonwersji glicerolu do innych
metabolitów. Wykorzystuj¹c grzyby Mortierella isa-
bellina (ATHUM 2935) stwierdzono mo¿liwo�æ bio-
konwersji fazy glicerynowej do t³uszczu mikrobiolo-
gicznego, osi¹gaj¹c wydajno�æ 4,4 g/100 g glicerolu
(51% t³uszczu w suchej masie komórek) [56]. Uzy-
skana frakcja lipidowa zawiera³a 18% kwasu g-lino-
lenowego. Glicerol wykorzystano równie¿ do produk-
cji biosurfaktantów [58, 84]. Zastosowano dro¿d¿e
Pseudozyma antarctica (JCM 10317T) do biosyntezy
glikolipidów na pod³o¿u w którym jedynym �ród³em
wêgla by³ glicerol (wydajno�æ procesu 13,6 g/100 g
glicerolu) [51]. Glicerol wykorzystano tak¿e do synte-
zy aminokwasów: L-lizyny i L-glutaminy przez Cory-
nebacterium glutamicum [61]. Glicerol utylizowano
równie¿ w mikrobiologicznej produkcji barwników
takich jak prodigiozyna i astaksantyna [69]. Przy wy-
korzystaniu bakterii Serratia marcescents wyproduko-
wano 583 mg/L prodigiozyny, stosuj¹c glicerol jako
g³ówne �ród³o wêgla w po¿ywce [74]. Utylizacji gli-
cerolu do astaksantyny w ilo�ci 33,7 mg/L dokonano
z kolei przy u¿yciu dro¿d¿y Phaffia rhodozyma [37].
Glicerol zastosowano równie¿ do produkcji polihydro-
ksyalkanolanów (PHA) [34].

4. Podsumowanie

Pozyskiwanie energii ze �róde³ odnawialnych jest
jednym ze sposobów rozwi¹zania problemu wyczer-
pywania siê �wiatowych zasobów konwencjonalnych

surowców, takich jak wêgiel, gaz ziemny czy ropa naf-
towa. Jest to równie¿ metoda na ograniczenie nie-
korzystnych zmian �rodowiskowych (m.in. emisji di-
tlenku wêgla) jakie niesie za sob¹ stosowanie tradycyj-
nych technik pozyskiwania energii. Problem stanowi
jednak koszt uzyskiwania energii ze �róde³ odnawial-
nych, który znacznie przewy¿sza ceny paliw tradycyj-
nych [17, 31, 77]. Wszystko to sprawia, ¿e ludzko�æ
ju¿ teraz poszukuje rozwi¹zañ alternatywnych.

Przewidywany wzrost produkcji tzw. biodiesla, za-
równo w Polsce jak i na �wiecie, niesie za sob¹ koniecz-
no�æ zagospodarowania produktów ubocznych tego
procesu (m.in. fazy glicerynowej), co mo¿e w znacz¹cy
sposób przyczyniæ siê do obni¿enia cen tego paliwa.
W niniejszym opracowaniu przedstawiono mo¿liwo�ci
wykorzystania glicerolu lub fazy glicerynowej jako
substratu dla procesów mikrobiologicznych, których
metabolity s¹ u¿yteczne przemys³owo. W tabeli I
przedstawiono przyk³ady biokowersji glicerolu przez
ró¿ne szczepy drobnoustrojów, wraz z typem hodowli,
rodzajem wykorzystywanego substratu oraz maksy-
maln¹ wydajno�ci¹ procesu.

Pomimo coraz wiêkszej wiedzy na temat drobno-
ustrojów zdolnych do utylizacji glicerolu, pojawiaj¹
siê przes³anki mog¹ce spowodowaæ ograniczenie ich
wykorzystania w przemy�le. Czynnikami limituj¹cymi
w takich przypadkach jest patogenno�æ drobnoustro-
jów, wymagania dotycz¹ce warunków hodowli, ko-
nieczno�æ drogiej suplementacji po¿ywek, jak równie¿
ograniczone stosowanie technik genetycznych w wa-
runkach przemys³owych i s³aba wiedza na temat fizjo-
logii mutantów [3, 83, 87, 88]. Mikroorganizmem
o bardzo dobrze poznanej fizjologii poddawanym z po-
wodzeniem manipulacjom genetycznym, jest Escheri-
chia coli [3]. Przez ostatnie 80 lat uwa¿ano tê bakteriê
za niezdoln¹ do fermentacji glicerolu. Dowiedziono
jednak, ¿e przy zapewnieniu odpowiednich warunków
procesu, takich jak kwa�ny odczyn �rodowiska, usu-
wanie powstaj¹cego w wyniku fermentacji gazowego
wodoru i zapewnienie odpowiedniego sk³adu pod³o¿a,
bakterie E. coli mog¹ metabolizowaæ glicerol w sposób
ca³kowicie beztlenowy [3, 15, 80]. Zdolne s¹ wów-
czas do wytworzenia etanolu, kwasu bursztynowego,
kwasu octowego i kwasu mlekowego [11, 15]. Obec-
nie trwaj¹ prace badawcze nad poznaniem szlaków
metabolicznych odpowiedzialnych za te uzdolnienia.
Biokonwersja glicerolu jest tak¿e mo¿liwa przy u¿y-
ciu rekombinowanych szczepów E. coli [55, 59].

Nale¿y równie¿ zwróciæ uwagê na fakt, ¿e sk³ad
fazy glicerynowej, powstaj¹cej przy produkcji bio-
diesla, jest istotnym czynnikiem warunkuj¹cym bio-
konwersjê glicerolu przez drobnoustroje. Substancje
zawarte w tej frakcji, inne ni¿ glicerol, mog¹ mieæ in-
hibuj¹cy (lub stymuluj¹cy) wp³yw na przebieg tego
procesu. Autorzy badañ ograniczaj¹ siê najczê�ciej do



284 ALICJA KO�MIDER, KATARZYNA CZACZYK

podania zawarto�ci czystego glicerolu w tej frakcji
i/lub jej pochodzenia [52, 66]. Jest to niewystarczaj¹ce
do kompleksowej oceny mo¿liwo�ci wykorzystania
fazy glicerynowej w procesach mikrobiologicznych.

Z ekonomicznego punktu widzenia, utylizacja od-
padowego glicerolu na drodze biokonwersji mikrobio-
logicznej jest szans¹ dla przemys³u paliwowego. Mo¿-
liwe jest to dziêki wykorzystaniu odpowiednich grup
drobnoustrojów, mog¹cych fermentowaæ glicerol do
u¿ytecznych przemys³owo metabolitów, z dobr¹ wy-
dajno�ci¹, bez konieczno�ci oczyszczania fazy glice-
rynowej. Istotnym aspektem jest te¿ cena jak¹ pow-
sta³y produkt mo¿e osi¹gn¹æ na rynkach �wiatowych.
Przy bardzo niskich kosztach otrzymywania fazy gli-
cerynowej (60�80 € za tonê) wysoka cena metaboli-
tów mo¿e warunkowaæ op³acalno�æ takich procesów.
Produkty takie jak 1,3-PDO czy kwas cytrynowy
s¹ stosunkowo tanie (1,5�2 $ za kg i 0,8�1,2 $ za kg,

odpowiednio), ale ceny innych metabolitów s¹ znacz-
nie bardziej atrakcyjne (np. erytrol � 4,5 $ za kg,
t³uszcz zawieraj¹cy kwas (-linolenowy � 40�50 $ za
kg) [29, 56, 65].

W chwili obecnej biodiesel i bioetanol s¹ znacznie
dro¿sze od paliw otrzymywanych z ropy naftowej.
O kosztach biopaliw decyduje przede wszystkim cena
surowca, która z kolei zale¿y od rodzaju tego surow-
ca, stosowanej technologii, a tak¿e aktualnych po-
datków i ulg (podatek VAT, akcyza, op³ata paliwowa)
[16, 19, 20]. Produkcja biopaliw mo¿e byæ op³acalna
pod warunkiem sprzeda¿y nie tylko paliwa, ale tak¿e
produktów ubocznych powstaj¹cych w trakcie jego
wytwarzania (s³omy, �ruty poekstrakcyjnej, glicerolu,
czy myde³). Perspektywy wykorzystania glicerolu lub
fazy glicerynowej w procesach mikrobiologicznych
s¹ bardzo du¿e, ale wymaga to jeszcze dalszych ba-
dañ dotycz¹cych przede wszystkim doboru szczepów

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 ci¹g³a (z zawracaniem glycerol � 56 g/L 0,48 g/g [8]
komórek, beztlenowa)

Klebsiella pneumoniae okresowo-dop³ywowa 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-dop³ywowa 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-dop³ywowa 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 ci¹g³a z komórkami faza glicerynowa � 1,7 g/L 0,85 mol/mol [30]
HU-101 immobilizowanymi (41% glicerolu)

T a b e l a  I
Przyk³ady biokonwersji glicerolu przez drobnoustroje

Produkt
Wykorzystywane
mikroorganizmy

Typ hodowli Substrat1 Wydajno�æ
procesu2

Pi�mien-
nictwo

1 Podano rodzaj zastosowanego substratu (glicerol lub faza glicerynowa) oraz jego stê¿enie w po¿ywce hodowlanej, dla fazy glicerynowej podano
tak¿e zawarto�æ czystego glicerolu.

2 Wydajno�æ procesu podano w g substratu/g produktu (lub mol/mol); w przypadku fazy glicerynowej wydajno�æ procesu przeliczono na czysty glicerol.
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(ewentualnych ich modyfikacji genetycznych), do-
k³adnego poznania szlaków metabolicznych utylizacji
glicerolu oraz optymalizacji warunków hodowli.
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