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ALICJA KOSMIDER, AGNIESZKA DROZDZYNSKA, KATARZYNA CZACZYK

MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA SUROWCOW ODPADOWYCH
W PROCESIE FERMENTACJI PROPIONOWEJ

Streszczenie

Staty wzrost zdolnosci produkcyjnych biodiesla w Polsce, szacowany na ok. 1 mln ton w roku 2010,
spowoduje nagromadzenie ok. 300 tys. ton glicerolu odpadowego (odpadu poprodukcyjnego) rocznie,
ktérego zbyt bedzie mial wplyw na ceng tego biopaliwa. Rozwiazaniem tej sytuacji moze by¢ wykorzy-
stanie surowego badz czgSciowo oczyszczonego glicerolu jako sktadnika podtozy do hodowli drobno-
ustrojow, ktorych metabolity sa uzyteczne przemystowo.

W niniejszej pracy zbadano mozliwosci wykorzystania czystego glicerolu, glicerolu odpadowego
i serwatki (odpadu z przemystu mleczarskiego), jako zrodta wegla w procesie biosyntezy kwasu propio-
nowego przez bakterie Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii 1 porownanie efektywnosci proce-
su z hodowla prowadzona na standardowym podtozu do hodowli bakterii propionowych.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze najwigcej kwasu propionowego (13,7 g/l) uzy-
skano na podlozu, w ktoérym jako zrodto wegla zastosowano czysty glicerol. W przypadku zastosowania
pozostatych zrodet wegla: glicerolu odpadowego, serwatki oraz glicerolu w potaczeniu z serwatka pro-
dukcja kwasu propionowego byta zblizona do wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem tradycyjnego
zrodta wegla — glukozy 1 wynosita $rednio 10,5 g/1. Stwierdzono, Ze przy wykorzystaniu surowcoéw odpa-
dowych nastapito wydluzenie czasu trwania procesu fermentacji. W tych warunkach zaobserwowano
réwniez zmiang profilu syntetyzowanych kwasow organicznych.

Stowa kluczowe: glicerol, glicerol odpadowy, serwatka, fermentacja propionowa

Wprowadzenie

Drobnoustroje z rodzaju Propionibacterium odznaczaja si¢ duza heterogennos$cia
pod wzgledem wtasciwosci biologicznych. Sa to drobnoustroje rosnace w $cisle bez-
tlenowych lub wzglednie beztlenowych warunkach [2]. Znamienna cecha tych bakterii
jest zdolno$¢ do syntezy duzych ilosci kwasu propionowego [7]. Kwas propionowy
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stosuje si¢ jako naturalny konserwant zywnoS$ci i pasz lub do produkcji tworzyw
sztucznych, herbicydéw, a nawet perfum [5, 9, 11].

Mimo, Zze dotychczasowa produkcja kwasu propionowego odbywa si¢ w procesach
petrochemicznych, wzrasta zainteresowanie jego wytwarzaniem sposobem mikrobiolo-
gicznym ze wzgledu na mozliwosci zagospodarowania tanich surowcow odpadowych,
takich jak serwatka czy melasa [7]. W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca sig
wykorzystaniu glicerolu odpadowego nagromadzonego podczas produkcji biodiesla, jako
sktadnika podtozy do hodowli drobnoustrojow, ktérych metabolity sa uzyteczne przemy-
stowo. Szacuje sig, ze przy planowanym na rok 2010 w Polsce wzroscie produkcji biodie-
sla do 1,5 mln ton, pojawi si¢ problem z zagospodarowaniem ok. 300 tys. ton glicerolu,
ktorego zbyt bedzie miat wptyw na ceng tego biopaliwa [4, 6]. Odpadowy glicerol z po-
wodzeniem stosowany jest do produkcji 1,3-propanodiolu, kwasu cytrynowego, kwasu
bursztynowego lub dihydroksyacetonu [10]. W dostepnej literaturze wykazano rowniez
mozliwos¢ wykorzystania glicerolu w procesie fermentacji propionowe;j [1, 5].

Celem pracy byto okreslenie mozliwosci wykorzystania czystego glicerolu, glice-
rolu odpadowego i serwatki, jako zrodet wegla w procesie biosyntezy kwasu propio-
nowego przez bakterie Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii i pordwnanie
efektywnosci procesu z hodowla prowadzona na glukozie.

Material i metody badan

Drobnoustroje

W badaniach uzyto bakterii propionowych Propionibacterium freudenreichii
ssp. shermanii 1 pochodzacych z kolekcji wtasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobio-
logii Zywnos$ci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Drobnoustroje przechowy-
wano w temp. 4 °C na plynnej pozywce kazeinowej, ktorej sktad podano w tab. 1. Do
celow doswiadczalnych bakterie przeszczepiano na ptynna pozywke kazeinowa i ho-
dowano w temp. 30 °C przez 72 h. Nast¢pnie prowadzono propagacje, przeszczepiajac
szczep na wigksze objetosci testowanych pozywek, dodajac 10 % inokulum.

Podloza

W przeprowadzonych eksperymentach zastosowano sze$¢ podtozy hodowlanych
rozniacych si¢ rodzajem zastosowanego zrodla wegla. Sktad pozywek przedstawiono
w tab. 1. Zrodta wegla stanowily: glukoza bezwodna, czysty glicerol, glicerol odpado-
wy (czesciowo oczyszczony) zawierajacy 860 g/l glicerolu pochodzacy z produkcji
biodiesla (SG BODDINGS GmbH, Niemcy), laktoza zawarta w serwatce (suszona
serwatka o zawartosci laktozy 60 % pochodzita z zaktadu P.P.H.U. LAKTOPOL, Su-
walki), laktoza zawarta w serwatce i czysty glicerol zmieszane w stosunku 1:1 oraz
laktoza zawarta w serwatce zmieszana z glicerolem odpadowym w stosunku 1:1.
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Podtoza doprowadzano do pH 6,8 za pomoca 25 % wodnego roztworu amoniaku,
nastgpnie wyjatawiano w aparacie Kocha metoda tyndalizacji przez 25 min [8].

Tabela 1
Sktad podtozy hodowlanych.
Composition of culture media

Sktadniki
Components

Pozywka
kazeinowa
(z glukoza)

Casein medium
(with glucose)

Pozywka z czystym

glicerolem / Medium
with pure glycerol

Pozywka z glicerolem

with crude glycerol

odpadowym / Medium

Pozywka z serwatka
Medium with whey

Pozywka z czystym
glicerolem i serwatka

Medium with pure
glycerol and whey

Medium with crude
glycerol and whey

Pozywka z glicerolem
odpadowym i serwatka

Glukoza / Glucose [g]

Czysty glicerol
Pure glycerol [g]

20

10

Glicerol odpadowy
Crude glycerol [g]

20

10

Laktoza z serwatki
Lactose from whey [g]

20

10

10

K;3PO, [g]

1,76

NaH2P04 2H20 [g]

2,29

Hydrolizat kwasowy
(kazeina) / Casamino
acid (casein) [g]

Hydrolizat
enzymatyczny

Tryptone [g]

10

Biotyna / Biotin [mg]

0,3

Pantotenian Ca
Ca-pantothenate [mg]

FeSO, 7H,0 [mg]

CoSOy4 6H,0 [mg]

MnCl,4H,0 [mg]

10

ZnCl, [mg]

MgCL6H,0 [g]

0,2

Woda destylowana
Distilled water [ml]

do 1000
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Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle inokulacyjne prowadzono w warunkach statycznych, przez 72 h,
w temp. 30 °C, w atmosferze CO,, w kolbach Erlenmayera o objg¢tosci 250 ml, zawie-
rajacych 200 ml pozywki kazeinowej. Do zaszczepienia odpowiedniego podloza pro-
dukcyjnego uzywano 10 % obj. zawiesiny komoérek namnozonych w hodowli inokula-
cyjne;j.

Proces biosyntezy kwasu propionowego prowadzono w kolbach Erlenmayera
o objetosci 250 ml, zawierajacych 200 ml odpowiedniego podtoza hodowlanego za-
szczepionego hodowla inokulacyjna. Doswiadczenia prowadzono w warunkach sta-
tycznych, w atmosferze CO, przez 240 h, w temp. 30 °C, z codzienna regulacja pH do
wartosci 6,8 za pomoca 25 % wodnego roztworu amoniaku. Proby do analiz pobierano
w 24.,48.,72.,120., 168. i 240. godzinie trwania procesu.

Metody badan

Oznaczanie zrodet wegla i kwasow organicznych technikq wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (HPLC)

Cukry proste (laktozg oraz glukozeg), glicerol oraz kwasy organiczne (kwas pro-
pionowy, kwas octowy, kwas bursztynowy) oznaczano technika wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) w chromatografie cieczcowym MERCK — HITACHI
(zestaw: automatyczny podajnik prob MERCK — HITACHI L-7250, pompa MERCK —
HITACHI L-7100 z detektorem RI (MERCK — HITACHI L-7490). Do oznaczen uzy-
wano kolumny Aminex HPX — 87H 300x7,8 mm (BIO-RAD). Jako eluent stosowano
0,001 M H,SOy, przy przeptywie 0,6 ml/min, izokratycznie. Oznaczenia prowadzono
w temp. 60 °C. Proby po przesaczeniu przez saczki mikrobiologiczne o $rednicy porow
0,45 um (Millipore) nanoszono na szczyt kolumny w ilosci 30ul. Identyfikacji jako-
Sciowej 1 ilosciowej dokonywano metoda standardu zewngtrznego z wykorzystaniem
powierzchni pikéw (pomiar i integracja komputerowa z zastosowaniem Chromatogra-
phy Data Station Software, MERCK — HITACHI).

Oznaczanie suchej masy komorkowej

Ptyn pohodowlany wirowano przy 4000 obr./min przez 10 min. Odwirowana
biomase przenoszono ilosciowo do wczesniej zwazonych naczynek wagowych. Na-
czynka z biomasa suszono w temp. 105 °C do uzyskania statej masy.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Obliczenia
matematyczne, jak i statystyczne wykonano, wykorzystujac do tego celu programy
komputerowe Excel 2003 dla Windows XP oraz STATISTICA 6.0 PL StatSoft, Inc.
(2003). Do wyznaczenia istotnosci réznic pomigdzy wartosciami $rednimi postuzono
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si¢ jednoczynnikowa analiza wariancji przy zastosowaniu testu Tukey’a na poziomie
1stotnosci o = 0,05.

Whiyniki i dyskusja

W przeprowadzonych eksperymentach zbadano przebieg procesu biosyntezy
kwasu propionowego przez szczep bakteryjny Propionibacterium freudenreichii ssp.
shermanii 1.

Narys. 1. przedstawiono przebieg fermentacji propionowej na podtozu zawieraja-
cym glukoze jako zrodlo wegla. Zastosowany szczep bakterii propionowych charakte-
ryzowatl si¢ wysokim plonem suchej masy komorkowej, ktorej warto$¢ utrzymywata
si¢ od 24 h na poziomie 10 g/l, we wszystkich wariantach doswiadczen (niezaleznie od
zastosowanego zrodta wegla). Juz w 48. h procesu nastapito catkowite zuzycie gluko-
zy. Biosynteza kwasu propionowego osiagneta wowczas warto$¢ maksymalna
(10,2 g/l), a wydajno$¢ procesu wyniosta 0,5 g kwasu propionowego/g substratu.
W tym czasie ilos¢ wyprodukowanego kwasu octowego osiagneta poziom 2,4 g/l. Za-
obserwowano jednak statystycznie istotny, staty wzrost ilosci kwasu octowego przez
caty okres analizowania procesu do poziomu 5 g/l w 240. h. W trakcie przeprowadza-
nia eksperymentu stwierdzono takze produkcje kwasu bursztynowego, ktorego biosyn-
teza osiagnela maksymalna warto§¢ w 120. h fermentacji i wynosita 0,5 g/1.
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—=o—— glukoza/glucose

Rys. 1. Przebieg fermentacji propionowej z wykorzystaniem glukozy jako zrédia wegla.
Fig. 1.  Propionic acid fermentation process, in which glucose was used as a source of carbon.

W przypadku hodowli, w ktorej glukoze zastapiono czystym glicerolem, stwier-
dzono, ze biosynteza kwasu propionowego osiagnela wartos¢ maksymalna w 120. h
prowadzenia hodowli (rys. 2). Byl to takze czas, w ktorym doszto do wyczerpania za-
sobow zrodla wegla. W badaniach zanotowano zmiang profilu powstawania kwasow
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organicznych. Oprocz wysokiego stezenia kwasu propionowego wynoszacego 13,7 g/l,
zaobserwowano produkcje kwasu bursztynowego w ilosci ok. 3,5 g/1, ktérego tworze-
nie, podobnie jak na podtozu z glukoza, zakonczyto si¢ w 120. h fermentacji, a kwas
octowy zidentyfikowano w ilosciach §ladowych (ok. 0,2 g/l). Glicerol okazat si¢ do-
brym zrodlem wegla do wzrostu i metabolizmu bakterii propionowych. W przedsta-
wionym wariancie do§wiadczen wydajno$¢ procesu biosyntezy kwasu propionowego
wyniosta 0,68 g /g glicerolu.

20

Stezenie/Concentration

Czas/Time (h)

——— kw. propionowy/propionic acid — - + - — kw. bursztynowy/succinic acid
—aA— kw. octowy/acetic acid - - -X- - - sucha masa/dry weight
——6—— czysty glicerol/pure glycerol

Rys. 2. Przebieg fermentacji propionowej z wykorzystaniem czystego glicerolu jako zrodta wegla.
Fig. 2. Propionic acid fermentation process, in which pure glycerol was used as a source of carbon.
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—o— glicerol odpadowy/crude glycerol

Rys. 3. Przebieg fermentacji propionowej z wykorzystaniem glicerolu odpadowego jako Zrodta wegla.
Fig. 3. Propionic acid fermentation process, in which pure crude glycerol was used as a source of car-
bon.

Hodowla bakteryjna prowadzona na pozywce z glicerolem odpadowym (rys. 3)
charakteryzowata si¢ zblizonym przebiegiem, jak w przypadku hodowli z zastosowa-
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niem czystego glicerolu. Catkowite odfermentowanie substratu zaobserwowano
w 120. h. W tym czasie biosynteza kwasu propionowego ustabilizowata si¢ na pozio-
mie ok. 11,6 g/l hodowli. Ilos¢ kwasu bursztynowego wynosita woéwczas ok. 3,5 g/,
a octowego ok. 0,7 g/l. Wydajnos$¢ produkcji kwasu propionowego wynosita 0,56 g/g
glicerolu odpadowego.

Catkowite wykorzystanie laktozy w czasie trwania procesu fermentacji propio-
nowej z zastosowaniem serwatki stwierdzono w 120. h prowadzenia eksperymentu
(rys. 4). W tym czasie rowniez zakonczyla si¢ biosynteza kwasu propionowego na
poziomie ok. 10 g/l. W przedstawionym wariancie doswiadczen zaobserwowano inny
profil tworzenia si¢ pozostatych kwasow organicznych. Zaobserwowano wyréwnanie
proporcji pomigdzy kwasem bursztynowym i octowym, ktorych ilos¢ wynosita srednio
2,5 g/l. Wydajno$¢ procesu tworzenia si¢ kwasu propionowego w przeliczeniu na gram
substratu wyniosta wowczas 0,5 g.
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—aA— kw. octowy/acetic acid - - -X- - - sucha masa/dry weight

——o— laktoza/lactose

Rys. 4. Przebieg fermentacji propionowej z wykorzystaniem laktozy zawartej w serwatce jako zrodta
wegla.

Fig. 4. Propionic acid fermentation process, in which lactose contained in whey was used as a source of
carbon.

W doswiadczeniach prowadzonych z wykorzystaniem serwatki i czystego glice-
rolu jako zrodet wegla catkowite zuzycie substratow zakonczyto sig w 120. h hodowli
(rys. 5). W tym czasie drobnoustroje Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii
1 zsyntetyzowatly ok. 10 g/l kwasu propionowego. Wydajnos¢ produkcji tego kwasu
wynosila wowczas 0,5 g/g substratu. Zachowat si¢ rowniez rowny stosunek pomigdzy
synteza kwasu bursztynowego i octowego (Srednio 1,5 g/l). W prezentowanym ekspe-
rymencie zaobserwowano, ze do 24. h trwania procesu drobnoustroje preferencyjne
wykorzystywaly glicerol jako zrédlo wegla, przy niewielkim odfermentowaniu lakto-
zy. Od 24. do 72. h trwania eksperymentu ilo$¢ glicerolu w medium hodowlanym byta
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wartoscia stala. W tym czasie bakterie pobieraly zwiazki odzywcze z laktozy. Catko-
wite wyczerpanie obu zrodet wegla nastapito w 120. h trwania procesu.
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Rys. 5. Przebieg fermentacji propionowej z wykorzystaniem czystego glicerolu i laktozy zawartej
w serwatce jako zrodia wegla.

Fig. 5. Propionic acid fermentation process, in which pure glycerol and lactorse contained in whey
were used as a source of carbon.
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Rys. 6. Przebieg fermentacji propionowej z wykorzystaniem glicerolu odpadowego i laktozy zawartej
w serwatce jako zrodia wegla.

Fig. 6.  Propionic acid fermentation process, in which crude glycerol and lactose contained in whey were
used as a source of carbon.

W przypadku zastosowania pozywki, w ktorej serwatke zmieszano z glicerolem
odpadowym, catkowite wyczerpanie zrodet wegla nastapito dopiero w 240. h trwania
procesu. W tym wariancie doswiadczen zaobserwowano jednak szybsze odfermento-
wanie laktozy (120 h) niz glicerolu (240 h) (rys. 6). Kwas propionowy byt wytwarzany
az do wyczerpania glicerolu i w 240. h jego produkcja wynosita 13,2 g/l hodowli. Wy-
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dajno$¢ procesu wynosita wowczas 0,66 g/g substratu. W tym wariancie eksperymen-
tow, stosunek kwasu bursztynowego do octowego byt réwny, a ilos¢ tych kwasow
ksztattowala si¢ na poziomie 2,5 g/1.

Porownanie profili syntetyzowanych kwasow organicznych w momencie catko-
witego odfermentowania stosowanych zroédet wegla przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2
Profil biosyntezy kwasow organicznych przez Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii 1 z wyko-
rzystaniem roznych zrodet wegla w momencie catkowitego zuzycia substratow.
Profile of organic acids biosynthesis by Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii 1 using various
sources of carbon at a point where substrates were fully consumed.

Stezenie / Concentration [g/1]
Czas
catkowitego . o S g
zuzycia E o 2 o 9
substratu 25 2z 22 3 = 2 2 == B
S o 23 = S [oh S 53537232
Substrat Time of total - S 3 5 2 E g £ 288 —%
Substrate | consumption &2 4 ‘é 23 S & T2 :c:n E‘) =
of substrate § £ E < § 7 a A Z =z o
[h] > v £s 2
~ =
1 48 10,23° 2,44° 0,44 10,59° 0,51°
2 120 13,75° 0,23 3,47° 10,73¢ 0,68°
3 120 11,16 0,99° 3,47° 10,62 0,56
4 120 10,02% 2,67° 1,96° 9,85° 0,50°
5 120 10,11° 1,33 1,30° 9,59° 0,50°
6 240 13,22° 2,65° 2,49¢ 9,64° 0,66°

Objasnienia: / Explanatory notes:

1- glukoza / glucose; 2- czysty glicerol / pure glycerol; 3- glicerol odpadowy / crude glycerol; 4- laktoza z
serwatki / lactose from whey; 5- laktoza z serwatki i czysty glicerol / lactose from whey and pure glycerol;
6- laktoza z serwatki i glicerol odpadowy / lactose from whey and crude glycerol;

a-e — rOznice statystycznie istotne na poziomie o = 0,05 / statistically significant differences at o = 0.05.

Przeksztalcenie glicerolu w szlaku glikolitycznym do fosfoenolopirogronianu lub
pirogronianu powoduje wytworzenie podwojnej ilosci redukujacych ekwiwalentow
w poréwnaniu z iloscia, ktora powstataby podczas metabolizmu glukozy Iub ksylozy.
Glicerol dostarcza wigc wigcej energii do dalszych przemian [12, 13]. Ze wzgledu na
wyzszy stopien redukcji glicerolu, w porownaniu z glukoza, przyjeto hipoteze, ze bak-
terie propionowe beda tatwiej fermentowaé glicerol i syntetyzowaé wigksze ilosci
kwasu propionowego [1]. Podstawa konstrukcji hipotezy przyjgtej w niniejszej pracy
byly badania wlasne oraz wczesniejsze badania wykonane przez Himmi i wsp. [5],
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ktorzy w roku 2000 opublikowali wyniki podobnych do§wiadczen. Himmi i wsp. [5],
wykorzystujac w procesie fermentacji okresowej drobnoustroje Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii ATCC 9614 oraz glicerol jako zrodlo wegla zaobserwo-
wali 45 % wzrost wydajnosci procesu w poréwnaniu z hodowla prowadzona na gluko-
zie. W niniejszej pracy wykazano zblizona zalezno$¢. Produkcja kwasu propionowego
na czystym glicerolu byta o 34 % wyzsza niz w przypadku zastosowania glukozy jako
zrodla wegla. W pozostatych eksperymentach nie stwierdzono statystycznie istotnych
réznic wydajnosci procesu fermentacji w porownaniu z hodowla prowadzona na glu-
kozie, z wyjatkiem wariantu, w ktorym glicerol odpadowy zmieszano z serwatka.
W tym przypadku diugi czas fermentacji (240 h) wplywa jednak na niekorzysc¢ tego
rozwiazania. Uzyskane wyniki $§wiadcza rowniez o tym, Ze zastosowane surowce od-
padowe zawieraja substancje, ktore powoduja spowolnienie przebiegu fermentacji
propionowej Fakt, ze substraty te sa znacznie tansze niz glukoza, moga stanowic alter-
natywe do produkcji kwasu propionowego na drodze mikrobiologiczne;j.

W przedstawionych badaniach stwierdzono zmiany profilu powstawania kwasow
organicznych w zalezno$ci od zastosowanego zrodla wegla. W przypadku hodowli
prowadzonej na czystym glicerolu, glicerolu odpadowym lub czystym glicerolu z ser-
watka, ilo§¢ powstalego kwasu octowego byta odpowiednio o 90, 60 i 45 % mniejsza
niz na glukozie (2,44 g/l). Podobnym profilem powstawania kwasu octowego
(2,67 g/l) w stosunku do glukozy cechowata si¢ hodowla, w ktorej zastosowano inny
cukier prosty — laktoze. Himmi i wsp. [5], przy wykorzystaniu bakterii Propionibacte-
rium freudenreichii ssp. shermanii ATCC 9614 oraz Propionibacterium acidipropioni-
ci ATCC 25562, zaobserwowali produkcj¢ kwasu octowego o 50 % mniejsza na glice-
rolu niz glukozie, co potwierdzitlo wyniki przedstawione w niniejszej pracy. Zblizona
zalezno$¢ otrzymali takze inni badacze [1]. Taki profil fermentacji wynika z koniecz-
nos$ci utrzymania przez komorki bakteryjne potencjalu redox w rownowadze [3].
Otrzymane wyniki sa istotne z punktu widzenia technologii pozyskiwania kwasu pro-
pionowego. Ekstrakcja tego kwasu przez destylacje jest silnie hamowana obecno$cia
kwasu octowego. Niskie stezenia tego kwasu, uzyskane przy wykorzystaniu glicerolu
jako zrodta wegla w pozywcee, znaczaco zwigksza efektywnos$¢ procesu destylacji
1 upraszcza jego procedure [1].

Perspektywy wykorzystania czystego glicerolu lub glicerolu odpadowego w pro-
cesach mikrobiologicznych sa atrakcyjne, lecz wymagaja dalszych badan dotyczacych
przede wszystkim doboru szczepow (ewentualnych ich modyfikacji genetycznych),
doktadnego poznania szlakéw metabolicznych glicerolu oraz optymalizacji warunkow
hodowli. Substrat ten moze w przysztosci stanowi¢ dobra alternatywe konwencjonal-
nych zrodet wegla, takich jak weglowodany, ktéore sa powszechnie stosowane
w procesach fermentacyjnych.
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Zastosowanie w procesie biosyntezy kwasu propionowego surowcow odpado-
wych, takich jak glicerol lub serwatka, jako zrodet wegla jest dobra alternatywa
w stosunku do konwencjonalnych odpowiednikow np. glukozy.

Najwyzsza produkcja kwasu propionowego stwierdzono w hodowli prowadzone;j
na czystym glicerolu i byta ona o 34 % wigksza w poréwnaniu z hodowla, w ktorej
wykorzystano glukozg jako zrodto wegla.

W przeprowadzonych do$wiadczeniach wykazano wydhluzenie czasu potrzebnego
do utylizacji surowcow odpadowych i osiagnigcia maksymalnej produkcji kwasu
propionowego w porownaniu z hodowla prowadzona na glukozie.

Zaobserwowano zmiany profilu powstawania kwaséw organicznych w zaleznosci
od zastosowanego zrodta wegla w pozywcee. Przy wykorzystaniu surowcow odpa-
dowych produkcja kwasu octowego byta srednio o 60 % mniejsza w porownaniu
z hodowla suplementowana glukoza.
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POSSIBILITIES OF WASTES UTILIZATION IN THE PROPIONIC
ACID FERMENTATION PROCESS

Summary

The constant growth of the bio-diesel production potential in Poland, estimated to be ca. 1 MM tones
in 2010, will result in the accumulation of ca. 300,000 tonnes of waste glicerol (as waste product) per
year; when selling it, the price of bio-diesel will be impacted. A solution to this problem could be to apply
a crude or partially refined glicerol as a component of the medium for micro-organisms producing com-
mercially useful metabolites.

In this paper, the potential was studied of utilizing pure glycerol, crude glycerol, and whey (a dairy in-
dustry waste) as a source of carbon in the biosynthesis process of propionic acid run by Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii. Furthermore, the efficiency of the process with a culture on standard me-
dium was compared with the process with a propionic bacteria culture.

Based on the analysis performed, it was found that the highest concentration of propionic acid
(13.7 g/1) was obtained when a medium with pure glycerol as a source of carbon was applied. With other
carbon sources applied: crude glycerol, whey, and their combination, the propionic acid production level
was similar to the results obtained using a conventional source of carbon, i.e. glucose, and amounted to
10.5 g/l on average. It was also found that with the waste sources used, the fermentation time was ex-
tended. Under those conditions, a change in the profile of organic acids being synthesised was reported,
t0o.

Key words: glycerol, crude glycerol, whey, propionic acid fermentation
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