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STRESZCZENIE

Biomasa glondéw coraz czgéciej uwazana jest za potencjalny surowiec mogacy stuzy¢ do produkcji biopaliw oraz
energii elektrycznej czy cieplnej. Dodatkowo algi zawierajg cale bogactwo substancji odzywczych, moga wigc
stanowic¢ zrodto pozywienia dla ludzi i zwierzat hodowlanych. Ich wlasciwosci biosorpcyjne sprawiaja, ze dzialaja
oczyszczajaco na organizm i dlatego sg przyjmowane w celu detoksykacji lub jako suplementy zréznicowanej die-
ty. Hodowla alg nie wymaga duzych powierzchni, a ponadto wskaznik produkcji ich biomasy jest duzo wyzszy niz
ro$lin naczyniowych. Wymaga to jednak prowadzenie jej w $cisle okreslonych warunkach procesowych, ktorych
zakres zmian okre$la si¢ na drodze dos§wiadczalnej. Uwzgledniajac konieczno$¢ ustalenia odpowiednich warun-
kéw procesowych dla Scisle okreslonych rodzajow mikroalg, w pracy dokonano przegladu literatury z zakresu
warunkoéw hodowli mikroglonow z gatunku Chlorella oraz przedstawiono wyniki badan wlasnych przeprowadzo-
nych w fotobioreaktorze laboratoryjnym.

Stowa kluczowe: Chlorella vulgaris, fotobioreaktor, hodowla alg, produktywnos¢ biomasy

PRODUCTIVITY OF MICROALGAE CHLORELLA VULGARIS IN LABORATORY CONDITION

ABSTRACT

Algae biomass is increasingly regarded as a potential resource that could be used to produce biofuels, electricity
and heat. Algae contain a lot of nutrients, so they can be used as food for humans and livestock. Because of their
valuable composition (many nutrients) they are used as supplements of balanced diet, in turn taking into account
their biosorption abbility they are used to detoxification of human body. Algae cultivation does not demand large
areas of land to expose cells to sunlight, so their production rate is higher than vascular plants. Moreover algae
cultivation lets to achieve high biomass concentration. Important cultivation factors are: illumination (light inten-
sity is an important factor because it drives photosynthesis), CO, supply, culture medium and mixing. The experi-
mental research was conducted using Chlorella vulgaris BA 002 strain. The aim of this study was to determine the
effectiveness of biomass growth in laboratory condition.

Keywords: algae cultivation, biomass productivity, Chlorella vulgaris, photobioreactor

WPROWADZENIE

Algi to jedne z najbardziej rozpowszechnio-
nych organizmoéw na Ziemi, zdolnych do wzrostu
w réznych warunkach. Sg rozproszone w calej
biosferze. Zwykle mozna je zlokalizowa¢ w wo-
dzie (od wod stodkich po ekstremalnie zasolone).
Réwnie powszechnie jak w wodach wystepuja
na ladzie. Od innych mikroorganizmoéw odréznia

je obecnos¢ chlorofilu i zdolno$¢ do przeprowa-
dzania procesu fotosyntezy w kazdej pojedynczej
komorce. Wyodrebniony nukleus, pirenoid, $cia-
na komorkowa, chloroplasty zawierajace chloro-
fil oraz inne barwniki, stigma i flagella to gléwne
sktadowe komorek alg [Singh i in. 2012, Mata
2010]. Obecnie opisanych jest ponad 72,500 ga-
tunkéw, a szacuje sie, ze na Ziemi zyje ich od
dwustu tysiecy do nawet miliona [Guiry 2012].
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Mikroalgi, jako organizmy fotosyntetyzujace
zmieniajg energi¢ stoneczng na chemiczng [Moh-
senpour 1 in. 2013]. Produkuja one wartosciowe
zwigzki biochemiczne, takie jak barwniki, biatka,
weglowodany, kwasy thuszczowe oraz lipidy uzy-
wane do produkcji biodiesla [Mohsenpour i in.
2013, Chen i in. 2011].

Sa one zdolne do absorbcji lotnych zwigzkow
organicznych, usuwania CO,, oczyszczania Scie-
kéw, moga by¢ wykorzystywane jako surowce
kosmetyczne, $rodki medyczne czy tez sktadniki
pozywienia [Borowitzka 1999, Li i in. 2003, Seo
iin. 2012). Pozostatos¢ alg po ekstrakcji oleju wy-
korzystuje si¢ jako pasze dla zwierzat lub nawoz
do wzrostu ro$lin naczyniowych. Hodowle alg
mozna prowadzi¢ zarbwno w systemach otwar-
tych, jak i zamknietych zwanych fotobioreakto-
rami. Pierwszymi systemami uzytymi do hodowli
alg na skalg przemystowa byly otwarte stawy,
ktore pojawity si¢ w Niemczech podczas drugiej
wojny $wiatowej. Od tamtego czasu wykorzystu-
je sie tego typu organizmy gtownie jako suple-
menty diety. W latach pie¢dziesigtych XX wieku
zaczeto wzbogacac hodowle alg w dwutlenek we-
gla. Lata siedemdziesigte XX wieku przyniosty
szybki rozwdj hodowli alg na skale przemystowa
w Europie Wschodniej, Izraelu i Japonii, w dal-
szym ciggu z przeznaczeniem na cele spozywcze.

Aktualnie celem hodowli alg sa konkretne
potrzeby ludzi. W Stanach Zjednoczonych od-
kryto zdolnos¢ alg do oczyszczania wody. Ponad-
to z biomasy alg mozna produkowaé biometan,
biodiesel, bioetanol oraz biowodér [Ugwu i in.,
2008]. W literaturze mozna znalez¢ rézne projek-
ty fotobioreaktorow do hodowli mikroalg, jednak
duze naktady energii do ich dziatania oraz kosz-
ty przeznaczone np. na sztuczne o$wietlenie, sa
glownym problemem do praktycznego ich wy-
korzystania na wigksza skal¢ [Chen i in., 2011].
Bioreaktory sg konstruowane zgodnie z p6zniej-
szym zastosowaniem produkowanej w nich bio-
masy. Obecnie temat bioreaktorow jest szeroko
omawiany. Produkcja w nich biomasy rozni si¢
od produkcji w systemach otwartych (konwen-
cjonalnych) gtéownie sposobem oddzielenia sa-
mej hodowli od §rodowiska zewnetrznego [Hol-
termann i in. 2011]. Idealny fotobioreaktor stu-
zacy do produkcji biomasy powinien absorbowac
cale dostepne s$wiatlo stoneczne i umozliwiac
jego dystrybucje do wngtrza naczynia hodowla-
nego, w ktorym energia ta wykorzystywana jest
bezposrednio do produkcji biomasy. Otrzymanie
wysokich stezen biomasy w fotobioreaktorach
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mozliwe jest tylko poprzez wlasciwe dostosowa-
nie ich konstrukeji i eksploatacji do zachodza-
cych wewnatrz proceséw biologicznych [Zijffers
iin. 2008]. Rownie wazne jest dostarczanie CO,
o odpowiednim stezeniu w doprowadzanym ga-
zie oraz odbior produktow gazowych fotosyntezy.

Znanych jest wiele doswiadczen wskazuja-
cych, ze produktywnos$¢ biomasy i wspotczynnik
asymilacji wegla wzrasta, gdy stezenie dwutlen-
ku wegla jest wyzsze niz w powietrzu atmosfe-
rycznym [ Yoo i in. 2010, Jacob-Lopes i in. 2008].
Jian-Ming 1 in. [2010] badali wptyw réznych
stezen CO, na wzrost Chlorella vulgaris. Do ho-
dowli doprowadzano mieszaning gazoéw ze steze-
niem CO, rownym 0,5%, 1%, 6% oraz 12%. We
wszystkich 4 przypadkach nie zaobserwowano
znaczacych roznic w przyroscie glonow. Najwyz-
szy wzrost otrzymano w przypadku doprowadza-
nia CO, w stezeniu 1%. W 70 godzinie doswiad-
czenia ilo§¢ otrzymanej suchej masy wynosita
750 mg/dm?®. Najnizsza warto$¢ w danej godzinie
wynosita 600 mg/dm’ przy 12% stezeniu CO,.
Doswiadczenia nad wptywem ilosci dostarcza-
nego CO, znalazly si¢ takze w pracy Douskowe;j
i in. [2009]. Do hodowli prowadzonej w szkla-
nych kolumnach barbotazowych, pod statym
oswietleniem, wprowadzano mieszaning gazow
zawierajacg w pierwszym przypadku 2% dwu-
tlenku wegla, a w drugim 11%. Douskowa i in.
rowniez i w tym przypadku nie zaobserwowali
znaczacych réznic. Waznym aspektem jest tak-
Ze mieszanie zawiesiny bioalg, ktore korzystnie
wplywa na rozprowadzanie w zawiesinie hodow-
lanej anionéw wodorowgglanowych oraz zawar-
tych w cieczy substancji odzywczych (pozywki).
Zapewnia ono rowniez poszczegdlnym komor-
kom rownomierny dostep do $wiatta [Ugwu 1 in.
2008. Zhang i in. 2002, Chai i in. 2012]. Waz-
nym parametrem eksploatacyjnym kazdej ho-
dowli jest rowniez zapewnienie i utrzymywanie
odpowiedniej temperatury. Wszystkie wskazane
juz parametry, tj. rozmiar fotobioreaktora, jego
ksztalt, glebokos¢ docierania §wiatta, sposob do-
starczania CO, (istotnego komponentu fotosyn-
tezy) oraz mechanizm mieszania, powinny by¢
tak dobrane by zapewni¢ maksymalny wzrost alg
[Seoiin. 2012].

Celem badan bylo zbadanie efektywnosci
wzrostu biomasy alg Chlorella vulgaris w warun-
kach laboratoryjnych. W pracy oméwiono warun-
ki hodowli oraz przedstawiono wybrane wyniki
badan dotyczace efektywnosci przyrostu ich masy.
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METODYKA | ZAKRES BADAN

Hodowle prowadzono w kolbach Erlenmey-
era o pojemno$ci 100 ml, ktore wczesniej byly
sterylizowane w autoklawie, w temperaturze ok.
120°C przez 20 minut. Schemat stanowiska do
badania produktywnosci mikroglonow Chlorella
vulgaris przedstawiono na rysunku 1.

Wstepnie do kazdej kolby nalewano 50 ml
pozywki oraz 2 ml inokulum alg Chlorella vul-
garis BA 002, zawierajacego 2,5-10° komorek
w podanej porcji. Uzyty do badan szczep pozy-
skano z Kolekcji Kultur Glonow Baltyckich In-

Korki
przepuszczajace
powietrze

stytutu Oceanografii Uniwersytetu Gdanskiego,
ktorego obraz mikroskopowy przedstawiono
na rysunku 2.

Sktad chemiczny zastosowanej pozywki do
hodowli glonow wraz z okresleniem stgzen po-
szczegblnych jej sktadnikow przedstawiono w ta-
beli 1. Nalezy zaznaczy¢, ze tak dobrang pozyw-
ke takze poddano sterylizacji w autoklawie.

Hodowle prowadzono w $wietle sztucznym.
Oswietlana ona byla lampami jarzeniowymi
w cyklach 15 minut o$wietlania oraz 15 minut
jego wylaczenia (stosunek dzien/noc). Moc za-
stosowanego oswietlenia wynosita ok. 1500 luk-

swiatto

LS

Kolby
hodowlane

Q<=0

Rys. 1. Stanowisko do badania produktywno$ci mirkoglonow Chlorella vulgaris
Fig. 1. Experimental setup to research productivity of microalgae Chlorella vulgaris

Rys. 2. Glony Chlorella vulgaris BA 002 [Instytut Oceanografii Uniwersytetu Gdanskiego]
Fig. 2. Photo of Chlorella vulgaris BA 002 culture [The Institute of Oceanography of the University of Gdansk]
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Tabela 1. Sktad pozywki do hodowli glonow uzytej
w badaniach [Anderson 2005]

Sub;t;:gg ;V;:;y(wlfiace Stezenie [g/dm?]
FeSO, x 7TH,0 0,042
K,HPO, 0,53
MgSO, x 7H,0 0,34
Kwas cytrynowy x 2H,0 1,094
Mocznik 1.1

CaCl, x 2H,0 0,08
Na,SO, 0,2
Glukoza 40

sow. W trakcie badan dokonywano takze pomiaru
odczynu, ktorego dokonywano z wykorzysta-
niem pH-metru Elmetron CP-401, a zmierzone
wartoéci wynosily $rednio 7-8 pH. Wszystkie
testy przeprowadzane byly w temperaturze oto-
czenia, tj. 22-24 °C. Probki do badan st¢zenia
mikroalg w zawiesinie oraz okre$lania zawarto-
$ci ich suchej masy byly pobierane kazdego dnia,
w rownych odstgpach czasu. Obserwacje mikro-
skopowe stanu zawiesiny dokonywane byty przy
pomocy mikroskopu fluorescencyjnego Jenamed
2 Fluorescence.

Oznaczenie suchej masy w trakcie trwania
doswiadczenia polegato na pobraniu probki za-
wiesiny alg w medium hodowlanym do uprzednio
zwazonych probowek. Odwirowanie zawiesiny
wykonywano w wiréwce laboratoryjnej z pred-
koscig 5000 obrotow/minutg. Nastepnie probow-
ki z algami poddawano procesowi suszenia w su-
szarce laboratoryjnej z wymuszonym obiegiem
powietrza w temperaturze 100°C przez 2 godzi-
ny. Po wyjeciu probowek z suszarki przenoszono
je do eksykatora, a nast¢gpnie ponownie wazono
i ustalano przyrost suchej masy w odniesieniu do
proby wcezesniej wykonane;j.

500

DYSKUSJA WYNIKOW

Na rysunku 3 przedstawiono przyrost suchej
masy alg Chlorella vulgaris w czasie, w odnie-
sieniu do jednostki objetosci zawiesiny. Maksy-
malny dobowy przyrost biomasy wyniost oko-
to 190 mg/dm?. Dzioska i Makowska [(2015]
w badaniach przeprowadzonych nad Chlorella
sp. w temperaturze 28°C, rowniez w warunkach
laboratoryjnych otrzymaty przyrost rowny 226,6
mg/dm3. Tym samym dowiodly, ze byla to naj-
bardziej korzystna temperatura do hodowli tych
mikroglonéw. Zmiana temperatury na 26°C spo-
wodowato zmniejszenie przyrostu do 75 mg/dm’.
Jian-Ming i in. [2010] prowadzac podobne do-
swiadczenie w kolbach o pojemnosci 3 litrow pod
cigglym os$wietleniem otrzymat w 70 godzinie
trwania do$wiadczenia okoto 540 mg/dm? suche;j
masy. Changling i in. [2013] prowadzili hodowlg
Chlorella vulgaris w 7,5 litrowym bioreaktorze,
jako pozywke wykorzystali $cieki komunalne.
W 70 godzinie trwania do$wiadczenia stezenie
biomasy w hodowli wynosito okoto 500 mg/dm?.
Najwyzsza wartos¢ zostala osiagnigta po 120 go-
dzinach i wynosita 750 mg/dm’, po osiagnigciu
tego punktu stezenie zaczeto male¢. Kujawska
i in. [2012] prowadzili badania nad przyrostem
badanego gatunku w fotobioreaktorze panelo-
wym, hodowla byla prowadzona w 30°C oraz
na standardowym medium f/2. Po 70 godzinach
do$wiadczenia uzyskano okoto 1000 mg/dm’
komorek glondw.

W oparciu o pomiary przyrostu suchej masy
mikroalg w czasie trwania ich hodowli wyzna-
czano takze jej produktywnos¢, ktora okreslano
z zalezno$ci

P(r)=|c,-C,|/Ar, (1)

w ktorej wielkosci C,, C, oznaczaja koncowe i po-
czatkowe stezenia suchej masy w g/dm?® zmierzo-

400

300

L

200

[mg/dm?]

100

Stezenie biomasy

0 10 20 30

40 50 60 70 80
Czas [h]

Rys. 3. Przyrost alg Chlorella vulgaris w czasie
Fig. 3. Increase in weight of Chlorella vulgaris algae over time

102



Inzynieria Ekologiczna / Ecological Engineering Vol. 18 (3), 2017

ne w badanym przedziale czasu At. Wyznaczo-
ne wartosci dla przeprowadzonej proby zawarto
na rysunku 4.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan
stwierdzono ciagle zmniejszanie produktywno-
$ci masy mikroalg. Zwigzane to jest niewatpli-
wie z ubozeniem, w przypadku hodowli okreso-
wej, czesci sktadnikow pozywki. Z uzyskanych
wartoéci danych doswiadczalnych wynika jed-
nak, ze po stosunkowo krotkim czasie hodowli
nastgpowata stabilizacja szybkosci narastania
masy tych glonéw. Srednia w tym przypadku
produktywno$¢ (oceniana w kilku pomiarach)
wyniosta 8 mg/(dm3xh).

Niezaleznie od badania wydajnosci procesu
wyznaczano takze na biezaco gestos¢ optycz-
ng probek zawiesiny jako miar¢ ilo$ci komorek
w jednostce objetosci cieczy. Wielkos¢ ta wyzna-
czono z wykorzystaniem densytometru optyczne-
go pracujacego w zakresie dtugosci fali 560 nm.
Wyniki zmiany gestosci optycznej zawiesiny z al-
gami w czasie zilustrowano na rysunku 5. War-
tos¢ gestosci optycznej (absorbancji) okreslano
jako logarytm dziesietny stosunku intensywnosci

promieniowania na wejsciu i wyjsciu z probki
zawiesiny, t].

A(r)=loglt,/1,) @

gdzie: I - intensywnos$¢ promieniowania na
wejsciu do probki zawiesiny;
I, — intensywno$¢ promieniowania na
wyjsciu z probki zawiesiny.

Z przebiegu warto$ci zmian gestosci optycz-
nej zawiesiny wynika, ze nastepuje jej ciagly
wzrost, a jego intensywnos¢ zwigzana jest nie-
watpliwie z przyrostem liczby komorek poszcze-
golnych mikroalg. W oparciu o przeprowadzone
badania mikroskopowe okreslono, ze w badanym
przedziale ggstosci optycznej mieszaninie liczba
komorek szczepu Chlorella vulgaris miescita si¢
w granicach od 2,5x10° do 25x10°. Warto w tym
miejscu zaznaczy¢, ze podobne wartosci gesto-
$ci optycznych oraz liczby komoérek wyznaczyli
[Amini i in., 2011] w trakcie przebiegu hodowli
glondéw z rodzaju Chlorella sp., rowniez na po-
zywce produkcyjnej o tym samym sktadzie co
uzyta w badaniach wtasnych.
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[mg/(dm3h)]
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Czas [h]

Rys. 4. Produktywnos$¢ alg hodowanych na podtozu hodowlanym w czasie
Fig. 4. Productivity in the subsequent hours of the experiment over time
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Rys. 5. Zmiany gesto$ci optycznej zawiesiny Chlorella vulgaris w czasie
Fig. 5. Changes to the optical density of a suspension of Chlorella vulgaris over time
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WNIOSKI

Uwzgledniajac  uzyskane wyniki badan
stwierdzono, ze prezentowane w pracy stanowi-
sko badawcze umozliwito wytworzenie biomasy
w ilo$ciach poréwnywalnych z danymi literatu-
rowymi oraz zapewnilo utrzymanie sterylnych
warunkow podczas trwania hodowli, czego po-
twierdzeniem byty wyniki obserwacji mikrosko-
powych, w ktorych nie zaobserwowano zadnych
zakazen. Potwierdzenie skutecznosci zastosowa-
nej metodyki badan hodowli mikroglonow Chlo-
rella vulgaris pozwolity takze na okreslenie dal-
szych planéw badawczych.

Aktualnie, w tym zakresie, prowadzone sa
dalsze badania majace na celu okreslenie szerszej
gamy parametrow majacych wplyw na produk-
tywnos$¢ hodowli tego typu biomasy. W szczegol-
nos$ci prowadzone sg badania w kierunku okresle-
nia sposobu i intensywnosci oswietlania hodowli,
sposobu mieszania zawiesiny, okreslenia st¢zenia
CO, w doprowadzanej mieszaninie gazow, zmian
w sktadzie pozywki itp. Poszerzenie w ten sposob
bazy danych do$wiadczalnych pozwoli na wska-
zanie korzystnych warunkow produkcji tego typu
glonow, ktore mogg stanowi¢ zarowno alternaty-
we¢ odnawialnych zrédet energii, jak i moga by¢
wykorzystane do usuwania CO, ze spalin czy tez
oczyszczania §ciekow, a tym samym wykorzysta-
ne w ochronie srodowiska.
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