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Hodowla alg Chlorella sp.w bioreaktorze zbiornikowym
z mieszaniem mechanicznym

Cultivation of Green Algae Chlorella sp. in a Stirred Tank Bioreactor

Algae, as a renewable raw materials, are valuable sources of biomass for many branches
of industry. In the area of environmental protection they are used among others for biologi-
cal treatment of water, removal and recovery of heavy metals from industrial wastewater,
production of bio-fertilizers and fodder additives. Due to their rapid growth, they are able to
efficiently use less fertile areas more than energetic plants (e.g. rapeseed, soya). To properly
grow, under in vitro conditions, algae need access to water, nutrients (i.a. nitrogen and
phosphorus) and carbon dioxide as well as appropriate temperature, pH, mixing and light-
ing. In our climate conditions, algal cultivation in natural water reservoirs is ineffective,
due to daily and annual temperature and sunlight changes. An efficient alternative is the use
of bioreactors that limit or eliminate the possibility of bacterial infection in algae culture.

The aim of the study was to investigate the biomass yield of algae Chlorella sp., cultivated
in BG-11 synthetic medium, inside the tank bioreactor, under the artificial lighting and
aeration conditions. The periodic culture was conducted at 25°C with mechanical stirring
(150 rpm). Compressed air was supplied to the suspension (in alternating cycles: S successive
aeration days, 2 days without aeration). The process of algal cell multiplication was sup-
ported by the light exposure for 16 hours per day (8 h - dark phase). The source of light was
LED lamp (30 W), suitable for stimulating the growth of chlorophyll concentration (blue
light 420+480 nm, red light - 630+-690 nm), located in the length of 10 cm from the culture
vessel. Separation process of the dried biomass from culture medium was consisted in: sedi-
mentation, centrifugation (8000 rpm, 10 min), freezing with liquid nitrogen and lyophilisa-
tion (-80°C, <10 Pa).

The algal growth was assessed on the basis of the changes in optical density (absorption
of visible light at 686 nm) and the concentrations of biogenic compounds. The culture was
carried out until the phosphorus, which was a limiting factor for algal growth in suspended
form, was exhausted. Within 46 days, the algae absorbed ~12% of nitrogen by weight from
the culture medium, and the final ammonium nitrogen concentration was ~0.2 mg/dm’.
The efficiency of biomass production was ~3190 mg/dm® (~63 g/dm® per day), while optical
density ~2.13. Based on the results, it was found that high efficiency of biomass production
was influenced by light with a well-chosen wavelength spectrum, forced air circulation,
limited evaporation of water from the vessel and sterile conditions during initiation of
the culture. Further studies are needed to involve determining the concentration of different
forms of nitrogen (nitrates, nitrites, ammonium nitrogen) in the culture medium and investi-
gating the impact of process conditions on enhanced assimilation of biogenic compounds
by algae, at following stages of their growth. A profound knowledge on these relationships
and estimated costs will allow to continue experiments on increasing the productivity of algae
biomass, which will be commonly recognized as economically reasonable.

Keywords: algae Chlorella sp., algae biomass, biogenic compounds, optical density, stirred
tank bioreactor
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Wprowadzenie

Algi sa grupa organizméw plechowych, ktére zyja w srodowiskach wodnych
lub miejscach wilgotnych, zaréwno stonych, jak i stodkich. Jako organizmy auto-
troficzne pelnia funkcje pierwotnego producenta materii organicznej. Dzieki ich
szybkiemu wzrostowi mozliwe jest bardzo efektywne wykorzystanie mato zyznych
teren6w upraw. Jest ono wielokrotnie wigksze niz w przypadku roslin energetycz-
nych, takich jak rzepak czy soja [1]. Algi (m.in. Chlorella sp. z gromady zielenic)
charakteryzuja si¢ szybkim tempem wzrostu, wysoka wydajnoscia fotosyntetyczng
oraz zdolnoscig do akumulacji duzych ilosci lipidéw [2]. Dzigki temu stanowig
cenne zrodto biomasy, wykorzystywanej jako odnawialny surowiec w wielu gale-
ziach przemyshu [3, 4]. Moga one takze asymilowaé¢ dwutlenek wegla z zanie-
czyszczonego spalinami powietrza oraz pehnic role ,,bionawozow” (poprzez wigza-
nie azotu atmosferycznego) lub dodatkow do pasz [5]. Ponadto, mozliwos¢
przyswajania zwigzkow fosforu i azotu, pochodzacych ze sciekow komunalnych
i przemystowych, czyni algi przydatnymi do bioremediacji srodowiska wodnego
[6-8]. Algi przyczyniaja si¢ tym samym do ochrony otwartych zbiornikow przed
procesem eutrofizacji. Ich naturalne wlasciwosci biosorpcyjne mozna réwniez
wykorzysta¢ do usuwania jonéw metali toksycznych ze Sciekow oraz odzysku
metali, waznych ze wzgledow ekonomicznych [9].

Proekologiczne technologie, w ktorych wykorzystuje si¢ hodowle alg, stajg si¢
coraz bardziej popularne, zardbwno na $wiecie, jak i w kraju [10]. Najwiekszymi
producentami biomasy z alg Chlorella sa Niemcy, Japonia i Tajwan. Roczna pro-
dukcja biomasy w tych krajach w 2010 roku wynosita 2000 ton o wartosci okoto
36 USD/kg [11]. O innowacyjnosci i wysokim potencjale rozwojowym tego kierun-
ku w Polsce $wiadczy jego obecnos¢ wsrod Krajowych Inteligentnych Specjalizacji
(m.in. KIS.6: 1.2. Biomasa i odpady jako medium do produkcji nowych narzedzi
dla potrzeb biotechnologii, w tym hodowle makro- i mikroalg, bakterii, grzybow
i innych organizmow).

Do prawidlowego rozwoju algi potrzebuja dostepu wody, skladnikow odzyw-
czych (m.in. azotu i fosforu) i dwutlenku wegla, a takze zapewnienia odpowiednich
warunkéw hodowli, takich jak: temperatura, odczyn, pH, mieszanie i naswietlanie
[4, 12, 13]. Dzieki wzglednie duzej ,,plastycznosci” ich metabolizmu istnieje
mozliwo$¢ sterowania skltadem biomasy alg poprzez odpowiednie dostosowanie
warunkéw hodowli do zaplanowanych rezultatow koncowych. Otwiera to nowe,
perspektywiczne kierunki wytwarzania przyjaznych srodowisku produktéw uzytko-
wych na bazie metabolitow wtornych alg, np. triacylogliceroli [14].

Lipidy alg sa obiecujacym surowcem energetycznym, m.in. do otrzymywania
biopaliw, zwlaszcza ze wykorzystywanie do tego celu jadalnych roslin oleistych
budzi obawy zwigzane z bezpieczenstwem zywnosci [15]. Produkcja tych lipidow
na skale przemystowa jest obecnie limitowana wysokimi kosztami. Opracowywane
sg jednak rozne strategie, ktore maja na celu zwigkszenie produktywnosci lipidow
w komorkach alg. Polegaja one przede wszystkim na stworzeniu specyficznych
warunkéw hodowli, takich jak ograniczenie skladnikéw pokarmowych, zmiany
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temperatury, zasolenie, suplementacja hormonami roslinnymi oraz réznicowanie
natezenia Swiatla [16-18]. W warunkach stresu, wywolanych najczesciej niedoborem
azotu w podtozu hodowlanym, metabolizm alg ulega zmianie i ,,przestawia si¢” na
biosynteze i gromadzenie triacylogliceroli. Drastyczne ograniczenie stezenia azotu,
ktéry jest skladnikiem m.in. biatek i chlorofilu, zmniejsza jednak wydajnosé
produkcji biomasy. Zmiany w morfologii i wzroscie komorek, a takze w skladzie
biochemicznym i wydajnosci fotosyntetycznej alg w warunkach niedoboru azotu
nie sg jednak jeszcze wystarczajgco zbadane. Dlatego tez odpowiedni dobor para-
metréow hodowli powinien by¢ kompromisem pomiedzy wysoka produktywnoscia
lipidéw a efektywnoscig przyrostu biomasy [18, 19].

W naszych warunkach klimatycznych hodowla alg w otwartych zbiornikach
wodnych jest nieefektywna, m.in. ze wzgledu na charakter dobowych i rocznych
zmian temperatury oraz nastonecznienia [20]. Jedynym sposobem zapewnienia
korzystnych warunkéw jest w takiej sytuacji zastosowanie sztucznych bioreakto-
row [20, 21]. Zaletg takiego rozwiazania, poza stabilizacja kluczowych parame-
trow, jest takze mozliwos¢ wykorzystania nieuzytkdw rolnych do rozmieszczenia
takich zbiornikow. Dzigki temu hodowle nie koliduja z uprawami roslin jadalnych.
Dodatkowsg korzyscia, wynikajaca ze stosowania bioreaktordw, jest co najmniej
czesciowe wyeliminowanie mozliwosci zakazen bakteriami, m.in. sinicami, do kto-
rych czesto dochodzi w warunkach naturalnych [22]. Te dwie grupy organizmow
(np. algi Chlorella vulgaris i bakterie Rhizobium sp.) moga takze w okreslonych
warunkach wzajemnie stymulowaé swoj rozwoj [23,24]. Obecno$¢ bakterii
w s$rodowisku alg jest jednak niepozadana, poniewaz maja one zazwyczaj nega-
tywny wplyw na rozwdj tych organizmoéow. Najczesciej konkuruja z nimi o dostep
do substancji odzywczych, wydzielaja algicydy, degraduja polisacharydy i powo-
duja rozktad komorek [22].

Celem pracy bylo zbadanie wydajnosci produkcji biomasy alg Chlorella sp.
na podstawie zmian gestosci optycznej medium hodowlanego oraz stezenia zwigz-
kéw biogennych podczas hodowli in vitro, prowadzonej w bioreaktorze zbiorniko-
wym z mieszaniem mechanicznym.

1. Obiekty i metody badan

Inokulum alg Chlorella sp. pochodzito z Kolekcji Kultur Glonow Baltyckich
(Uniwersytet Gdanski, Instytut Oceanografii w Gdyni). Podloze hodowlane stanowit
roztwor wodny pozywki syntetycznej BG-11 Medium for Blue Green Algae [25],
bogatej w tatwo przyswajalne przez algi zwiazki azotu i fosforu oraz inne niezbedne
do ich wzrostu makro- i mikroelementy (m.in. wegiel, tlen, wodor, siarka, wapn,
so6d, magnez, zelazo). Poczatkowe stezenie biomasy alg w medium hodowlanym
wynosilo 236 mg/dm”.

Hodowle alg prowadzono przez 46 dni w bioreaktorze zbiornikowym New
Brunswick BioFlo 310 (rys. 1), wyposazonym w naczynie hodowlane ze szkla
borokrzemowego o objetosci czynnej 5 dm’ (catkowita objeto$é naczynia wynosita
7 dm®). Przed rozpoczeciem eksperymentu naczynie poddano sterylizacji w auto-
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klawie w celu uniknigcia zakazenia hodowli bakteriami, moggcymi produkowaé
toksyny niebezpieczne dla wzrostu alg. Do roztworu doprowadzano sprezone
powietrze (w naprzemiennych cyklach: 5 kolejnych dni napowietrzania, 2 dni
bez napowietrzania) z wykorzystaniem betkotki (filtr 0,2 pm). Pomiar odczynu, pH
odbywat si¢ w sposob automatyczny.

Eksperyment prowadzono w temperaturze 25+0,1°C w systemie pracy okreso-
wej. Stosowano mieszanie mechaniczne za pomoca turbiny Rushtona (150 rpm).
Obecne na $cianach naczynia przegrody zapobiegaly tworzeniu si¢ wiréw. Odpo-
wiednia cyrkulacja medium hodowlanego zmniejszata ryzyko fotoinhibicji oraz
ulatwiata: utrzymywanie komorek alg w zawiesinie i ich przeptyw do najlepiej
naswietlonych obszarow, transport CO, i usuwanie z bioreaktora tlenu powstatego
w wyniku fotosyntezy, a takze dystrybucje sktadnikéw pokarmowych i ciepla.

Rys. 1. Stanowisko do hodowli alg - bioreaktor zbiornikowy New Brunswick BioFlo 310
Fig. 1. Stand for the algae cultivation - tank bioreactor New Brunswick BioFlo 310

W zwigzku z tym, ze bioreaktor nie byt standardowo wyposazony w modut
naswietlania, wykorzystano do tego celu zewngtrzne zrédlo $wiatla sztucznego,
umieszczone w odleglosci ok. 10 cm od naczynia hodowlanego. Byla to lampa
LED (Neonica Growy LED 118) o mocy 30 W, przeznaczona do efektywnej upra-
wy roslin. Zastosowanie odpowiednio dobranej dtugosci fal (ok. 420+480 nm oraz
ok. 630+-690 nm) odpowiadato zapotrzebowaniu na chlorofil a i b. Proces namna-
zania alg prowadzono w warunkach periodycznego naswietlania, naprzemiennie:
16 h - faza swiatla i 8 h - faza ciemnosci.

Przyswajalnos¢ zwigzkow biogennych przez komorki alg oceniano na podstawie
zmian stezenia azotu i fosforu w podtozu hodowlanym. W tym celu, w odstepach
kilkudniowych, pobierano z reaktora probki i poddawano je filtracji za pomoca
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saczka bibutowego (0,17 mm, 75 g/mm’) do uzyskania klarownych, bezbarwnych
roztworéw. Nastepnie badano catkowite stezenie azotu w podtozu hodowlanym
metoda Koroleffa z 2,6-dimetylofenolem (wg EN-ISO 11905-1), stezenie azotu
amonowego metodg indofenolowa (wg ISO 7150-1) oraz stezenie fosforu metoda
molibdenianowa (wg EN ISO 6878-1). Do tego celu zastosowano gotowe zestawy
odpowiednich odczynnikéw chemicznych, przeznaczonych do pomiaru ww. para-
metrow, tzw. testy kuwetowe LCK firmy Hach Lange (LCK 338, LCK 304,
LCK 348). Detekcje fotometryczng prowadzono z wykorzystaniem spektrofoto-
metru UV-Vis Hach Lange DR 6000 (doktadnos$¢ +1 nm, rozdzielczos¢ 0,1 nm)
przy dtugosciach fali okreslonych dla kazdego z tych oznaczen. Spektrofotometr
wyposazony byt w modut RFID do identyfikacji testow kuwetowych LCK. Aparat
automatycznie dokonywat 10 pomiaréw dla kazdej probki i podawal wartosé
usredniong po uprzednim odrzuceniu wynikow skrajnych.

Efektywnos¢ przyrostu biomasy alg w trakcie hodowli oceniano na podstawie
gestosci optycznej (OD - ang. optical density), okreslanej metodg pomiaru absorpcji
promieniowania przez probke medium hodowlanego w zakresie $wiatla widzialne-
go [26]. Potozenie maksimum absorpcji w pasmie charakterystycznym dla chloro-
filu a (660+705 nm) zalezy od gatunku alg, a w badaniach in vivo jest ono zwykle
przesuniete w kierunku dhuzszych fal [27]. Ponadto, w tej samej komorce moga wy-
stepowac formy chlorofilu a o réznych maksimach absorpcji. Dlatego tez wartosé
te wyznaczono eksperymentalnie dla badanej zawiesiny organizmow na podstawie
zarejestrowanego widma przegladowego UV-Vis i wynosita ona 686 nm. Z litera-
tury [28] znane sa m.in. badania przyrostu biomasy Chlorella vulgaris w fotobio-
reaktorze kolumnowym, w ktérych stosowano te samg dlugosé fali. W tego typu
badaniach bazuje si¢ na liniowej zaleznoSci pomiedzy gestoscia optyczng a liczbg
komorek alg (oraz ich sucha masa) [28, 29]. Jako ,.Slepa probe” stosowano wode
destylowana. Probki do badan, o objetosci 2,5 cm’, pobierano z bioreaktora bez-
posrednio przed pomiarem i umieszczano w jednorazowych kuwetach o dhugosci
drogi optycznej 10 mm (okienko 10 x 35 mm). Jako wynik koncowy podawano
srednig arytmetyczna z trzech pomiaréw.

Suchg mase alg w podtozu oznaczano metoda wagowa przed rozpoczeciem
i po zakonczeniu hodowli. Probki o objetosci 5 cm® umieszczano na jednorazowych
szalkach aluminiowych w wagosuszarce Radwag MAC 50/1. Stosowano standardo-
wy profil suszenia w temperaturze 105°C. Zakonczenie procesu suszenia nastepo-
walo automatyczne, w przypadku braku zmiany masy o 0,001 g w ciagu 60 s.

Separacja komorek alg z podloza hodowlanego obejmowata sedymentacje i wiro-
wanie (8000 rpm, 10 min). W kolejnym etapie przeprowadzono suszenie sublima-
cyjne zamrozonej ciektym azotem biomasy z wykorzystaniem liofilizatora Lobconco
FreeZone 2.5 plus w temperaturze —80°C pod obnizonym cis$nieniem (< 10 Pa).

2. Wyniki badan

W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke podloza hodowlanego, na bazie
wodnego roztworu pozywki syntetycznej BG-11, przed zainicjowaniem hodowli.
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Pierwszg probke do badan pobrano po uptywie 1 h od wprowadzenia inokulum
zaszczepiajacego (Chlorella sp.) do roztworu pozywki. W tym czasie zawartosé
bioreaktora byla mieszana z predkoscia 150 rpm w temperaturze 25°C. Wyniki
badania tej prébki zostaly umieszczone na wykresach w dalszej czesci pracy
jako pierwszy pomiar odpowiadajacy czasowi: 0 [dni].

Tabela 1. Podstawowe wlasciwos$ci podloza hodowlanego przed zainicjowaniem hodowli alg
Table 1. Basic properties of the culture medium before initiation of algae culture

Lp. Badana wlasciwos¢ Wartos¢
1 Catkowite stezenie fosforu 2,70 mg/dm’
2 Calkowite stezenie azotu 274 mg/dm®
3 Stezenie azotu amonowego 0,368 mg/dm’
4 Gestos¢ optyczna, 686 nm 0,002
5 Odczyn zasadowy
6 pH 7.2

Na rysunku 2 przedstawiono wyniki badania stezenia fosforu catkowitego w pod-
tozu hodowlanym, ktére prowadzono w czasie trwania eksperymentu. Poczatkowe
stezenie fosforu wynosito 2,66 mg/dm’. W ciagu pierwszych 4 dni hodowli odnoto-
wano maksymalny spadek warto$ci tego parametru (do 1,82 mg/dm’). Tak znacza-
cy ubytek moze by¢ wynikiem tworzenia kompleksow fosforu z jonami zelaza
obecnymi w podtozu hodowlanym, co powoduje, ze nie jest on w pelni dostepny
dla mikroorganizméw [30]. Mozna to takze thumaczy¢, charakterystycznym dla
alg, tzw. nadmiarowym przyswojeniem fosforu, bedacego budulcem fosfolipidow.
Algi absorbuja ten pierwiastek w nadmiarze i magazynuja w komodrkach, aby moc
go wykorzystaé, gdy poziom fosforu w $rodowisku stanie si¢ niewystarczajacy
w stosunku do ich zapotrzebowania [22]. W ciggu pierwszych 14 dni stezenie tego
pierwiastka w podtozu spadio o ok. 56%, a w ciggu kolejnych 14 dni 0 24% (w od-
niesieniu do wartosci wyjsciowej) pomimo wzrostu populacji alg. Przeprowadzone
w takim zakresie badania nie dostarczaja jednak danych, na podstawie ktorych
mozna by dokona¢ oceny wplywu zmian stezenia fosforu w medium hodowlanym
na synteze lipidow przez komorki alg. Z doniesien literaturowych [31] wynika,
ze deficyt fosforu w podtozu (tzw. szok fosforowy) korzystnie wplywa na wydaj-
nos¢ produkcji oleju z biomasy alg.

W ciggu pierwszych 14 dni hodowli calkowite stezenie azotu uleglo natomiast
nieznacznym zmianom i utrzymywalo si¢ na poziomie 270 mg/dm’, co przedsta-
wiono na rysunku 3. W koncowej fazie eksperymentu (w ostatnim tygodniu) spadio
ponizej 240 mg/dm’.

W ciggu 46 dni trwania eksperymentu algi przyswoily ok. 34 mg azotu (rys. 3)
oraz ponad 2,6 mg fosforu (rys.2). Od momentu zainicjowania hodowli do jej
zakonczenia nastapil ok. 99% spadek calkowitego stezenia fosforu (z 2,66
do 0,02 mg/dm®) oraz ok. 12% spadek stezenia azotu (z 271 do 237 mg/dm’).
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We wezesniej przeprowadzonych badaniach tego samego gatunku alg, hodowane-
go w reaktorze zbiornikowym o objetosci czynnej 2 dm’, w analogicznym medium,
ale bez dodatkowego doprowadzenia powietrza, ok. 99% spadek stezenia fosforu
catkowitego odnotowano juz po uptywie 13 dni hodowli [26]. W obydwu ekspe-
rymentach stezenie azotu ksztaltowalo si¢ na zblizonym poziomie. Skladnikiem
limitujacym wzrost alg byl fosfor, po wyczerpaniu ktérego nastepuje zahamowanie
przyswajania azotu przez komorki i stopniowe ich zamieranie [32].
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Rys. 2. Calkowite st¢zenie fosforu w podlozu hodowlanym

Fig. 2. Total phosphorus concentration in culture medium
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Rys. 3. Calkowite st¢zenie azotu w podlozu hodowlanym

Fig. 3. Total nitrogen concentration in the culture medium

Brak wyraznych zmian w stezeniu azotu catkowitego nie w pelni odzwierciedla
stopien jego przyswojenia przez algi. Zwiazki azotu obecne w podtozu hodowla-
nym mogg bowiem pochodzi¢ zaréwno z pozywki syntetycznej, jak i z rozktadu
materii organicznej. W miare uplywu czasu trwania eksperymentu proporcje
pomiedzy réznymi formami azotu (azot organiczny, amonowy, azotanowy i azoty-
nowy) ulegaja zmianie, na co wplywa wiele czynnikéw, m.in. odczyn, pH. Swiadcza
o tym takze rdznice stezen azotu amonowego (rys. 4).
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Rys. 4. Stezenie azotu amonowego w podlozu hodowlanym (stupki ciemne - badania w warun-
kach napowietrzania, stupki biale - badania po ok. 48 h braku napowietrzania)

Fig. 4. Concentration of ammonium nitrogen in the culture medium (dark bars - tests under
areation conditions, white bars - tests after about 48 h without areation)

Stezenie azotu amonowego po zainicjowaniu hodowli wynosito 0,396 mg/dm’,
co stanowito ok. 0,15% calkowitego stezenia azotu. Wartos$¢ ta w ciggu pierwszych
czterech dni wzrosta niemal dwukrotnie (do 0,778 mg/dm’) i byta to maksymalna
warto$¢ odnotowana podczas prowadzenia eksperymentu w warunkach napowie-
trzania. W tym przypadku wzrost stezenia jonéw NH; byl najprawdopodobniej
zwigzany z naturalnymi procesami rozwoju materii roslinnej w srodowisku zasado-
wym, w ktérym wartos¢ pH nie przekraczala 9. Z energetycznego punktu widzenia
najbardziej korzystne odzywianie alg polega na bezposrednim wykorzystaniu
formy amonowej azotu (asymilacja amoniaku wigze si¢ z wickszym przyrostem
biomasy niz w przypadku asymilacji azotanow). Wynika to z wewnatrzkomorko-
wego rozktadu wszystkich form azotu i/lub redukcji (azotany, azotyny), a nastepnie
przeksztatcenia do postaci amonowej, w ktorej azot jest wykorzystywany przez
komorki alg do wytwarzania aminokwaséw i biatek [22].

Wyniki zarejestrowane po ok. 48 h po odcigciu napowietrzania (rys. 4 - biate
stupki) wskazuja na okresowy wzrost stezenia azotu amonowego (wartos¢ maksy-
malna w tych warunkach wynosita 1,52 mg/dm®), ktéremu towarzyszyl wzrost
wartosci pH do ok. 10 (w dniach 14, 21, 28 i 35). Niezaleznie od tego przywroce-
nie doptywu powietrza do reaktora skutkowalo stopniowym spadkiem wartosci
tego wskaznika az do poziomu 0,202 mg/dm’ (pomiar przeprowadzony w 46 dniu
hodowli) oraz spadkiem wartosci pH do poziomu 8,5-9.

Przedstawione powyzej dane moglyby wskazywaé na przecietng efektywnosc¢
przyrostu alg, hodowanych w bioreaktorze zbiornikowym z mieszadlem mecha-
nicznym. Jednak wyniki prowadzonego badania zmian gestosci optycznej ODgg
w czasie Swiadczg o wysokiej produktywnosci ich biomasy (rys. 5) i sa poparte po-
miarami prowadzonymi metoda wagows. Koncowa wartos¢ tego wskaznika osiag-
neta poziom 2,13, co odpowiadato stezeniu biomasy alg w podtozu 3190 mg/dm’
(0,26% m/m). W wyniku przeprowadzonej hodowli uzyskano ponad 10 g zliofilizo-
wanej biomasy (rys. 6).



Hodowla alg Chlorella sp. w bioreaktorze zbiornikowym z mieszaniem mechanicznym 245

25
5 ¢
"//" .
© 15 > = 3
z e
[=]
= & =
-
0,5 f} i
e =
y=0,0003% +0,0277x
B Cagt
0 W’”’L. : " . . : . . Rz:O‘.ggu
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
czas [dni]

Rys. 5. Zmiany gesto$ci optycznej zawiesiny alg

Fig. 5. Changes in the optical density of the algal suspension

Rys. 6. Zliofilizowana biomasa alg Chlorella sp.
Fig. 6. Freeze-dried Chlorella sp. biomass

Odniesienie uzyskanych wynikéw do danych publikowanych przez liczne
osrodki naukowe, zajmujace si¢ ta problematyka, jest utrudnione ze wzgledu na
ilos¢ czynnikow, mogacych wptywa¢ na koncowa wydajnos¢ produkcji biomasy,
przede wszystkim gatunek alg, rodzaj zastosowanego reaktora i podloza oraz czas
i sposob prowadzenia hodowli. Przykladowo, w pracy [33] zbadano wplyw rodzaju
podloza, w tym Sciekow przemystowych, na wydajnos¢ produkcji biomasy alg
Chlorella sp./Scenedemus sp. w fotobioreaktorze rurowym. W przypadku standardo-
wej pozywki syntetycznej uzyskano 3521,2 mg s.m./dm’ w ciagu 20 dni. W innej
pracy [20] zestawiono wydajnosci wytwarzania biomasy mikroalg Scenedesmus
obliquus w zaleznosci od rodzaju uzytego fotobioreaktora (poréwnano wyniki
w zakresie od 0,72 do 4,40 g/dm’). W ukladzie typu air-lift driven wydajnos¢
osiagneta wartos¢ 4,4 g/dm’ w ciagu ok. 52 dni [20].

Sredni dobowy przyrost biomasy alg w przeprowadzonym eksperymencie wy-
nosit ok. 63 mg/dm’. Uzyskana wydajno$¢ mieécita si¢ w zakresie charakterystycz-
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nym dla wysoko wydajnej hodowli tego gatunku, czyli 20-200 mg/dm’/d [34].
Dla poréwnania, w przytoczonych wczesniej badaniach Chlorella sp. [26] gestosé
optyczna byla ponad 5-krotnie nizsza i w analogicznym czasie trwania eksperymen-
tu nie przekroczyta wartosci 0,4.

Uzyskanie wysokiej wydajnosci produkcji biomasy alg Chlorella sp. w warun-
kach laboratoryjnych byto mozliwe dzigki naswietlaniu $wiattem o specyficznej
dlugosci fali (charakterystycznej dla obu form chlorofilu, wystepujacych w komor-
kach Chlorella sp.) oraz zintensyfikowaniu wymiany masy w badanym ukladzie
hodowlanym. Zapewniono takze sterylne warunki namnazania i wzrostu komoérek
alg, szczegolnie na etapie ich adaptacji do warunkow srodowiska hodowlanego,
okresowe napowietrzenie, odpowiednig temperature i mieszanie mechaniczne
oraz ograniczono mozliwo$¢ zmiany skladu podloza, zwigzanego z odparowaniem
wody.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania spektrofotometryczne umozliwily ocene efektywnosci
przyrostu biomasy alg Chlorella sp. w warunkach laboratoryjnych na podstawie
pomiaru gestosci optycznej ODggs oraz zmian catkowitego stezenia azotu i fosforu
w podiozu hodowlanym. W ciagu 46 dni trwania eksperymentu algi przyswoily
ok. 34 g azotu (12% wag.), obecnego w medium, oraz 2,6 mg fosforu (ponad 99%
wag.). Koncowe stezenie azotu amonowego wynosito ok. 0,2 mg/dm’. Uzyskano
przy tym wysoka wydajnos¢ produkcji biomasy na poziomie 3190 mg/dm’ przy
srednim dobowym przyro$cie ponad 60 mg/dm’. Dalsze badania beda rozwijane
w kierunku okreslenia stezenia réznych form azotu (azotany, azotyny) na poszcze-
gblnych etapach rozwoju hodowli alg oraz wplywu zmiennych warunkow procesu
na zintensyfikowanie przyswajania przez nie zwigzkéw biogennych. Ponadto,
konieczne jest zbadanie korelacji pomiedzy stezeniem komorek alg w medium
hodowlanym a jej gestoscia optyczna. Poznanie tych zaleznos$ci oraz oszacowanie
kosztow umozliwi kontynuacje prac nad uzasadnionym ekonomicznie zwigksza-
niem produktywnosci biomasy alg.
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Streszczenie

Zbadano wydajno$¢ produkeji biomasy alg Chlorella sp., hodowanej na bazie pozywki
syntetycznej BG-11, w zautomatyzowanym bioreaktorze zbiornikowym z mieszadlem
mechanicznym w warunkach sztucznego naswietlania i napowietrzania. Kontrola hodowli
polegala na spektrofotometrycznym pomiarze gestoSci optycznej (OD) oraz badaniu zmian
stezenia zwigzkow biogennych w podlozu hodowlanym, bedacych wynikiem zachodzacych
procesow metabolicznych. Hodowl¢ prowadzono przez 46 dni do momentu wyczerpania
fosforu. Koricowa wydajno$¢ produkeji biomasy przekroczyla 3 g/dm’ przy jej $rednim
dobowym przyroScie >60 mg/dm>, a ODgss osiggnela wartosé 2,13. Na podstawie przeprowa-
dzonych badan stwierdzono, ze na wysoka efektywno$¢ produkeji biomasy alg kluczowy
wplyw mialy kontrolowane warunki hodowli, m.in. naswietlanie Swiatlem o specyficznej
dlugosci fali (420+480 nm, 630690 nm), wymuszony obieg powietrza, ograniczenie mozliwo-
§ci odparowania wody z naczynia hodowlanego oraz zapewnienie sterylnych warunkow
podczas inicjowania hodowli.

Stowa kluczowe: algi Chlorella sp., biomasa alg, zwigzki biogenne, gesto§¢ optyczna,
bioreaktor z mieszaniem mechanicznym



