POLITECHNIKA POZNANSKA
Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki
Instytut Inzynierii Srodowiska i Instalacji Budowlanych

Zaklad Zaopatrzenia w Wode i Biogospodarki

Biologiczna produkcja kwasu kapronowego
w procesach opartych o mikrobiomy

Autoreferat rozprawy doktorskiej

mgr inz. Anna Duber

Promotor: Prof. dr hab inz. Piotr Oleskowicz-Popiel

POZNAN 2022






Spis tresci

PIZEAMOWE .......cuiitiieic ettt 4
Lista publikacji stanowigca podstawe rozprawy doktorskie]..........cccevereierininenieninineiciens 5
Publikacje naukowe oraz wniosek patentowy, ktore sg istotne dla tematu rozprawy, ale nie sa

J€J CZESCIG 1ttt R e h R R Rt R 7
WV PTOWAAZENIE ... ecveeieeie ettt ettt et se et e et e e se e s beeeeaneesbeesbeaneesraeeeeneenneenseans 8
(O] I o] - 1o YRS 11
Materialy 1 MELOAY .....eeivieiiiiiii e 12
MVYNEKI .ottt e st e st et e s te et e e st e e be et e eRe e e Re e teeneeeRe e reeneeereeteeneenrees 14
WWNHOSKI 1.ttt 16
LIEEIAEUIA ... 19
OS13ZNICCIA NAUKOWE......eieiiiieitiieie ettt ettt e et e e e b e sse e e b e e s be e e neenneeanneesnee s 21



Przedmowa

Niniejsza rozprawa doktorska zostata wykonana na Woydziale Inzynierii Srodowiska i
Energetyki, w Instytucie Inzynierii Srodowiska i Instalacji Budowlanych Politechniki
Poznanskiej, gdzie prace badawcze trwaty od wrzesnia 2015 do grudnia 2020 pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Piotra Oleskowicza-Popiela. Badania opisane w niniejszej pracy zostaty

przeprowadzone i sg czescig dwdch projektow naukowych:

= projekt CaproBiome finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w
ramach programu LIDER V, nr kontraktu: LIDER/013/261/L-5/13/NCBR/2014 (PI: Piotr

Oleskowicz-Popiel)

The National Centre
for Research and Development

ioer X

= projekt ,Wptyw bioaugmentacji na formowanie s$redniotanncuchowych kwaséw
ttuszczowych oraz mikrobiomu bakteryjnego w procesach fermentacji kultur
mieszanych” finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, przyznany w ramach
konkursu Preludium 13 dla mtodych naukowcéw, nr kontraktu: 2017/25/N/ST8/01795
(PI: Anna Duber)

N NATIONAL SCIENCE CENTRE
L POLAND

Zgodnie z Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce tekst jednolity
Dz. U. 2021 poz. 478 Art. 187, ust. 3. ,Rozprawe doktorskg moze stanowi¢ praca pisemna,
w tym monografia naukowa, zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw
naukowych, praca projektowa, konstrukcyjna, technologiczna, wdrozeniowa lub artystyczna,

a takze samodzielna i wyodrebniona czes$¢ pracy zbiorowej.”
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Wprowadzenie

Szybki wzrost populacji na $wiecie i rosngce zapotrzebowanie na energie wymagaja
nowatorskich rozwigzan biogospodarczych dla zréwnowazonego rozwoju przysztego swiata.
Rozwijajaca sie urbanizacja prowadzi do wyczerpywania sie zasobdw naturalnych, a takze do
wytwarzania znacznej ilosci bioodpadéw (Venkata Mohan et al., 2016). Aktualne podejscie
gospodarcze nadal odwotuje sie do liniowego modelu ,,wez, wyprodukuj, uzyj, wyrzuc¢” i opiera
sie na wykorzystaniu konwencjonalnych zrédet energii, takich jak paliwa kopalne, do produkcji
chemikaliow i energii. Niesie to ze sobg negatywne konsekwencje, poniewaz rafinerie
petrochemiczne i produkty kopalne majg powazny wptyw na srodowisko naturalne, co
powoduje zanieczyszczenie i szkody, a ogromna ilo$¢ odpaddw organicznych jest po prostu
sktadowana lub wprowadzana do srodowiska w inny sposéb. Pojawiajacg sie alternatywa jest
koncepcja biogospodarki. W koncepcji biogospodarki wykorzystywanie zasobéw kopalnych do
produkcji chemikalidéw i energii jest zastepowane przez zasoby odnawialne. Zastosowanie ww.
koncepcji umozliwia przejscie od modelu gospodarki liniowej do gospodarki o obiegu
zamknietym, w ktdrej priorytetem jest zapobieganie, ponowne uzycie i recykling w cyklu
gospodarowania odpadami (European Commission, 2017; Lago et al.,, 2019). W takim
podejsciu odpady stajg sie wiec zasobem, ktdry moze zosta¢ poddany waloryzacji do
wartosciowych produktow (Scarlat and Dallemand, 2019). Odzysk surowcéw o wartosci
dodanej mozna osiggngé poprzez tworzenie biorafinerii (Scoma et al.,, 2016). Pojecie
biorafinerii odnosi sie do zastgpienia wytwarzania produktéw z tradycyjnych rafinerii
petrochemicznych produktami opartymi na weglu (np. chemikaliami, paliwami ciektymi,
biomateriatami itp.) wytwarzanymi z bioodpaddédw przy uzyciu rézinych zintegrowanych

technologii (Fava et al., 2015; Venkata Mohan et al., 2016).

Duzag frakcje odpaddéw stanowig odpady organiczne. Odpady organiczne mogg zostaé
przetworzone za pomocg metod termochemicznych i/lub biologicznych (Rys. 1.). Konwersja
termochemiczna, m.in. piroliza (do produkcji biooleju) lub gazyfikacja (gdzie bioodpady s3
najpierw podlegajg konwersji do gazu syntezowego, a nastepnie sg katalitycznie
przeksztatcane w paliwa), s3 odpowiednie do przetwarzania biomasy suchej, podczas gdy
preferowang $ciezkg przetwarzania biomasa mokrej jest konwersja biologiczna, poniewaz

zawarta w nich woda jest wymagana do procesdw biochemicznych.
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Rysunek 1. Schemat graficzny mozliwych drég konwersji odpadéw organicznych. Czcionka w kolorze
czerwonym wskazuje na $ciezke konwersji odpadu organicznego (serwatki kwasnej) wykorzystanej w
niniejszej rozprawie. KtKK — krétkotaricuchowe kwasy karboksylowe, StKK — $redniotaicuchowe kwasy
karboksylowe, PHA — polihydroksyalkaniany.

Konwersja biologiczna opiera sie na procesach mikrobiologicznych takich jak fermentacja
kultur otwartych, w ktérej ztozony surowiec organiczny przechodzi kaskade szlakow
biochemicznych napedzanych przez mikroorganizmy (tzw. mikrobiom reaktorowy) w celu
wytworzenia produktu kofncowego (Tamis et al., 2015; Coma et al., 2017). Gtéwng zaletg
fermentacji kultur otwartych jest mozliwos¢ prowadzenia procesu w warunkach
niesterylnych. Ponadto, poprzez odpowiednia kontrole warunkéw operacyjnych
(temperatura, pH, czas retencji hydraulicznej itp.) mozliwe jest sterowanie bioprocesem w taki
sposob, aby stworzy¢ korzystne warunki srodowiskowe dla rozwoju mikrobiomu, dzieki czemu
mozna zapobiec rozpraszaniu strumienia wegla na konkurencyjne szlaki metaboliczne i
osiggna¢ wysokie tempo produkcji preferowanego metabolitu (Hoelzle et al.,, 2014;
Kleerebezem et al., 2015; Angenent et al., 2016; Cavalcante et al., 2017; Regueira et al., 2020).
Jednym z obiecujgcych kierunkédw prowadzenia konwersji biologicznej jest proces fermentacji
z udziatem mikroorganizmoéw beztlenowych, gdzie biomasa organiczna podlega najpierw
procesowi hydrolizy, a nastepnie produkowane sg krotkotaricuchowe kwasy karboksylowe
(KEKK), ktére stanowig tzw. platforme karboksylowga (Agler et al., 2011). KEKK wystepujg w
formie zdysocjowanej lub niezdysocjowanej i sg to m.in. kwas octowy, propionowy, mastowy,

mlekowy. Wytworzone KtKK majg raczej niskg wartosé¢ ekonomiczng (Kleerebezem et al.,



2015), stanowig one jednak posrednig platforme chemiczng do wytwarzania produktow
koncowych o wyiszej wartosci (Agler et al, 2011) i obejmujg miedzy innymi
polihydroksyalkaniany do produkcji biodegradowalnego bioplastiku (Kleerebezem i van
Loosdrecht, 2007), biowodor (Singhania et al., 2013; Yang and Wang, 2018), biogaz (Bong et
al., 2018), czy $redniotaricuchowe kwasy karboksylowe (StKK) (Spirito et al., 2014).

Tematem niniejszej rozprawy jest produkcja kwasu kapronowego. Kwas kapronowy (kwas
heksanowy) nalezy do StKK, jest prostotaricuchowym, nasyconym kwasem ttuszczowym
z jedng grupa karboksylowg. Jest to komercyjnie atrakcyjna substancja chemiczna
do zastosowan przemystowych i rolniczych (Cavalcante et al., 2017). Moze by¢ stosowany jako
srodek przeciwdrobnoustrojowy, dodatek do pasz, stymulator wzrostu roslin lub jako
prekursor do wytwarzania produktow, w tym farmaceutykéw, zapachéw kosmetycznych,
smarow, gum, dodatkow do farb i barwnikéw itp.(Angenent et al., 2016; Chen et al., 2017).
Inne badania donoszg mozliwos¢ wykorzystania kwasu kapronowego jako prekursora do
produkcji biodiesla i paliwa do silnikéw odrzutowych, ze wzgledu na jego stosunkowo wysokg
wartos¢ kaloryczng (Harvey and Meylemans, 2014; Andersen et al., 2015; Layton and Trinh,
2016). Pomimo szerokiego wachlarza mozliwych zastosowan, kwas kapronowy jest obecnie
otrzymywany w bardzo matych ilosciach. Jest pozyskiwany z olejéw roslinnych pochodzacych
z upraw spozywczych, z oleju kokosowego, czy oleju z ziaren palmowych, gdzie jego zawartosc

jest nizsza niz 1% (Chen et al., 2017).
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Cel pracy

Gtéwnym celem pracy byto opracowanie biologicznego procesu produkcji kwasu

kapronowego za pomocg mikrobiomu z odpadéw organicznych, tj. serwatki kwasnej. Dla

osiggniecia celéw zostato zaprojektowane stanowisko badawcze i przeprowadzono dwa

dtugoterminowe procesy fermentacji kultur mieszanych w trybie ciggtym z wykorzystaniem

serwatki kwasnej jako substratu (Publikacja I, Publikacja Il), oraz procesy okresowe z uzyciem

pozywki syntetycznej (Publikacja Ill).

Cele szczegodtowe procesu byty nastepujace:

wykazanie  mozliwosci  dtugoterminowej  produkcji  kwasu  kapronowego
w jednostopniowym procesie fermentacji kultur mieszanych (jeden reaktor)
z rzeczywistego odpadu organicznego — serwatki kwasnej (Publikacja I)

zbadaniu wptywu parametréow operacyjnych na przebieg procesu (pH, temperatura,
czas retencji hydraulicznej, toksycznos¢ produktu) wptywajacych na produkcje kwasu
kapronowego z serwatki kwasnej dla efektywnej kontroli procesu (Publikacja I)
zbadanie i wyjasnienie wptywu skfadu substratu na wydtuzenie faricucha weglowego
i produkcje sredniofaricuchowych kwaséw karboksylowych, w szczegdlnosci zbadanie
czy obecnos¢ dodatkowej zawartosci etanolu moze zwiekszy¢ wydajnosé procesu
(Publikacja Il), oraz zbadanie wptywu réznych stezen laktozy w obecnosci donoréw
elektronéw (mleczanu, etanolu lub obu) na selektywnos$¢ procesu i wydajnosé
konwersji (Publikacja IlI)

identyfikacja mozliwych szlakdw metabolicznych w procesie fermentacji (Publikacja I,
Publikacja Il, Publikacja Ill)

scharakteryzowanie zbiorowiska drobnoustrojéow pod katem jego struktury, dynamiki
i aktywnosci w procesach ciggtych (Publikacja 1, Publikacja Il) oraz zbadanie
zmiennosci mikrobiomu i wzbogacenia grup funkcyjnych odpowiedzialnych za
powstawanie okreslonego produktu przy zastosowaniu réznych kombinacji sktadu
substratéw (Publikacja Ill)

identyfikacja kluczowych grup drobnoustrojéw odpowiedzialnych za produkcje kwasu

kapronowego (Publikacja I, Publikacja Il).
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Materialy i metody

Badania prowadzono w skali laboratoryjnej. Przeprowadzono procesy fermentacji kultur
otwartych to zaréwno w trybie ciggtym, jak i w trybie okresowym. Do kontroli i analizy
przebiegu  proceséw  zastosowano zaawansowane metody analityczne  oraz
najnowoczesniejsze narzedzia biologii molekularnej. Metody analityczne, takie jak
chromatografia gazowa oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa, realizowane na
kazdym etapie badan umozliwity ocene konwersji substratu i tworzenia produktu w procesach
fermentacji beztlenowej kultury otwartej. Do analizy mikrobiologicznej wykorzystano
technologie wysokoprzepustowe, takich jak sekwencjonowanie metagenomiczne oraz
cytometria przeptywowa potgczona z sortowaniem komodrek. W pierwszej metodzie
wykorzystano metasekwencjonowanie amplikonu fragmentu genu 16S rRNA, co umozliwito
scharakteryzowanie mikrobiomu, w tym ocene struktury i dynamiki drobnoustrojéw oraz
identyfikacje kluczowych grup drobnoustrojow na réznych etapach proceséw. Wykorzystanie
cytometrii przeplywowej umozliwita ocene aktywnosci mikrobiomu na poziomie pojedynczej

komorki. Graficzng prezentacje zastosowanej metodyki przedstawiono na Rys. 2.

T ~——

- ~

wmm/
/ri i
BT GCGGTTCAACACCCT
1 N

analizy Sekwencjonowanie Cytometria przeplywowa
GC / HPLC & bioinformatyka & sortowanie komorek
= Wykorzystanie substratu = Struktura i dynamika = Aktywno$é¢ mikrobiomu na
=  Wytwarzanie produktu mikrobiomu poziomie pojedynczej
= |dentyfikacja kluczowych komorki

grup mikroorganizmow

Rysunek 2. Schemat graficzny metodyki zastosowanej w badaniach.
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Procesy fermentacji w trybie ciggtym byty prowadzone w reaktorze UASB gdzie substratem
byta serwatka kwasna, byty to procesy dtugoterminowe, pierwszy trwat 410 dni (Duber et al.,
2018), drugi 129 dni (Duber et al., 2020). Badania okresowe byty prowadzone na pozywce
syntetycznej w butelkach iniekcyjnych (Duber et al., 2022). Szczegétowe przedstawienie
konfiguracji procesdow oraz wykorzystanej metodyki badan dla kazdego procesu jest opisane

w rozprawie doktorskiej w rozdziale 3.
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WyniKi

Wykonane badania wykorzystaty potencjat mikroorganizméw do prowadzenia procesow
fermentacji, w tym przypadku tzw. fermentacje kultur otwartych. W celu wykonania badan na
kazdym etapie prac opierano sie na wnikliwym przegladzie literatury dotyczacej produkgcji
kwasu kapronowego w procesach fermentacji, co zostato przedstawione w rozdziale 4. Na
bazie zdobytej wiedzy podejmowano strategie prowadzenia proceséw fermentacji, co zostato
opisane w kolejnym rozdziale (Rozdziat 5.). Gtdwna strategig, byto prowadzenie procesu w taki
sposob, aby uzyskaé wysokg produktywnos¢ kwasu kapronowego poprzez unikniecie
konkurencyjnych szlakéw metabolicznych (metanogenezy, szlakéw fermentacyjnych
wytwarzajacych propionian, takich jak szlak akrylanowy i inne) (Wu et al., 2019), co zostato
obszernie opisane w Rozdziale 5.1 (5.1.1-5.1.3). W rozdziale 5.2 scharakteryzowano kluczowe
parametry operacyjne procesu, takie jak temperatura, pH i czas retencji hydraulicznej (HRT).
Kolejny istotny aspekt dotyczyt toksycznosci produktu (Rozdziat 5.3), co skutkowato
zahamowaniem procesu. Nastepnie opisano wptyw substratu pod wzgledem sktadu (Rozdziat
5.4), w szczegblnosci zbadano wptyw dodatku etanolu jako zewnetrznego donora elektronow
na przebieg procesu oraz zawartos¢ laktozy na selektywnosé procesu i wydajno$é konwers;ji.
W Rozdziale 6 opisano wyniki analizy mikrobiologicznej, gdzie kluczowym elementem byto

scharakteryzowanie mikrobiomu.

Wplyw parametrow operacyjnych oraz toksyczno$é produktu. Rozwazajgc parametry
operacyjne procesu, wyniki wykazaty, ze w procesach bioreaktorowych ciggtych poziom pH
5.5 byt wystarczajaco niski, zeby skutecznie hamowaé metanogeneze — gtéwny konkurencyjny
szlak metaboliczny w fermentacji kultur otwartych. Ponadto wykazano, ze stopniowe
skracanie HRT z 20 do 2.5 dnia przyczynito sie do wyptukania wiekszo$ci metanogendw z
reaktora i wyraZznie poprawito tempo wytwarzania kwasu kapronowego. Zaprojektowany
system umozliwit produkcje kwasu kapronowego gdzie najwyzsza srednia szybkos¢ produkcji
wyniosta 134.3 + 30.9 mmol C/L/dobe (0.11 g/L/h), mediana 146.1 mmol C/L/dzien, a
specyficznos¢ od 58% do 83% (mediana 79%). Niemniej jednak wysokie stezenie kwasu
kapronowego w bioreaktorze (do 8.5 g/L) byto czynnikiem limitujgcym ze wzgledu na

toksyczno$é produktu i powodowato zahamowanie procesu pomimo dostepnosci substratéw.

Wptyw sktadu substratu. Produkcja kwasu kapronowego w oparciu o wydtuzanie taricucha

opiera sie na dwdch kluczowych donorach elektronéw potrzebnych w procesie, tj. etanolu lub
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mleczanie. W niniejszej pracy powstawanie kwasu kapronowego zalezato gtéwnie od
wydtuzenia faricucha weglowego z mleczanu, pomimo wytwarzania etanolu w reaktorze lub
jego zewnetrznego dostarczania do ukfadu wraz z substratem. Niemniej jednak pewna
produkcja etanolu w reaktorze wydawata sie istotna dla procesu, poniewaz zbiegta sie
z produkcjg kwasu kapronowego, a obnizone stezenie etanolu zbiegato sie z zaburzeniem
produkcji kwasu kapronowego. Dozowanie serwatki kwasnej z rosngcg szybkoscig dozowania
etanolu prowadzito do utleniania etanolu z wytworzeniem octanu i maslanu oraz
wodorotroficznym tworzeniem sie metanu. Zmiana skfadu substratu (wieksza zawartosc¢
mleczanéw i laktozy oraz brak etanolu) spowodowata gwattowny spadek tworzenia
krotkotancuchowych kwaséw karboksylowych i przyspieszyta produkcje Sredniotaricuchowych
kwaséw karboksylowych z kwasem kapronowym jako gtéwnym produktem. Procesy okresowe
wykazaty, ze obecno$é laktozy, moze zmieni¢ kierunek wykorzystania zrédta wegla i wptyngc
na selektywnos¢ produktu koncowego poprzez dostarczenie dodatkowych zwigzkéw

posrednich dla reakcji biochemicznych.

Analiza mikrobiologiczna. Analiza mikrobiomu reaktorowego wykazata, ze funkcjonalne
wzbogacenie specyficznego mikrobiomu zdolnego do tworzenia kwasu kapronowego jest
mozliwe poprzez odpowiednig kontrole parametréw operacyjnych procesu, tj. pH i HRT. Co
wiecej, wyniki wykazaty silng zaleznos¢ bioréznorodnosci i struktury populacji drobnoustrojow
od skfadu substratu. W prowadzonych procesach wykazano dominacje rodzin
Coriobacteriaceae, Ruminococcaceae (Ruminococcus, Oscillospira), Prevotellaceae i
Veillonellaceae, ktdore najprawdopodobniej przyczynity sie do wydtuzania tancucha

weglowego.
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WhiosKki

Badania w ramach niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono w specjalnie
zaprojektowanym bioreaktorze, a zastosowane analizy wykonano przy uzyciu
najnowoczes$niejszej technologii o wysokiej przepustowosci, aby zapewni¢ wysokg jako$é

wynikéw. Przedstawiona praca pozwolita na wyciggniecie nastepujgcych wnioskow:

= waloryzacja sSciekdw bogatych w laktoze i mleczany (kwasna serwatka) do kwasu
kapronowego w trybie ciggtlym w nowatorskim procesie biotechnologicznym
z wykorzystaniem fermentacji w otwartej kulturze jest mozliwa

= wykazano, ze mozliwe jest jednoczesne zachodzenie fermentacji laktozy, jak
i wydtuzanie tancucha weglowego w bioprocesie jednostopniowym (pojedynczy
reaktor);

= w procesie fermentacji serwatki kwasnej nie byly potrzebne ani inhibitor
metanogendw, ani zewnetrzny donor elektrondw do dtugotrwatej produkcji kwasu
kapronowego

= dla proceséw prowadzonych w trybie ciggtym pH utrzymane na poziomie 5,5 byto
wystarczajgco niskie, aby skutecznie hamowaé¢ metanogeneze, gdzie metanogeny
acetoklastyczne byty catkowicie zinhibowane

= wykazano, ze obnizanie HRT przyczynito sie do wyptukania wiekszosci metanogendéw
z reaktora UASB

= wyniki wykazaty przyspieszenie tworzenia kwasu kapronowego wraz ze skracaniem
HRT, a doktadnie stopniowe skracanie HRT z 20 do 2,5 dnia wyraznie poprawito tempo
produkcji kwasu kapronowego i pozwolito na wyeliminowanie akumulacji kwasu
kapronowego

= HRT 1,25 dnia pozwolito na eliminacje inhibicji kwasem mastowym, jednak czas ten byt
zbyt krétki dla wzrostu i rozwoju drobnoustrojow

= zaprojektowany system umozliwit produkcje kwasu kapronowego, ktérego najwyzsza
$rednia szybkos¢ produkcji wynosita 134,3 + 30,9 mmol C/L/dzieni (0,11 g/L/h) i trwata
37 dni (przy medianie 146,1 mmol C/L/ dzien), a specyficzno$¢ wynosita od 58 do 83%
(przy medianie 79%);

= wysokie stezenie kwasu kapronowego (do 8,5 g/L) powodowato zahamowanie procesu

pomimo dostepnosci substratow;
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biorgc pod uwage mozliwe szlaki metaboliczne, w procesie fermentacji serwatki
kwasnej produkcja kwasu kapronowego zalezata od wydtuzania tancucha weglowego
z mleczanu, a nie z etanolu, mimo ze etanol byt produkowany w reaktorze lub
dostarczany zewnetrznie do uktadu z substratem. Niemniej jednak pewna produkcja
etanolu w reaktorze byta istotna dla procesu wydtuzania taricucha weglowego,
poniewaz zbiegato sie to z produkcjg kwasu kapronowego, a jej spadek zbiegat sie z
wystgpieniem zaburzenia procesu

rosngce tempo dozowania etanolu prowadzito do utleniania etanolu wraz
z generowaniem krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych i wodorotroficznym
tworzeniem sie metanu;

wyzsza zawarto$¢ mleczandw i laktozy oraz brak zewnetrznego dozowania etanolu
skutkowaty gwattownym spadkiem powstawania krétkotaicuchowych kwasdow
ttuszczowych i pobudzeniem produkcji sredniotancuchowych kwaséw ttuszczowych
z kwasem kapronowym jako gtéwnym produktem;

w procesie jednoetapowym (jednofazowym) konieczne byto utrzymanie niskiego
stezenia etanolu w reaktorze (okoto 1-2 g/L) oraz duzej zawartosci mleczanu i laktozy
w substracie (do 20 g/L i 30 g /L, odpowiednio) dla wydajnej produkcji kwasu
kapronowego;

wykazano, ze nie tylko dostepno$é donoréw elektrondéw w substracie wptywata na
wybor Sciezki metabolicznej, ale takze obecnos¢ dodatkowego substratu tj. laktozy
i pH, moze zmieni¢ bieg strumienia wegla w procesach biochemicznych i wptyngé na
selektywnos¢  produktéw  koncowych poprzez dostarczenie dodatkowych
potproduktéw do reakcji biochemicznych, co jest szczegdlnie wazne w projektowaniu
procesow waloryzacji odpaddw i Sciekdw;

funkcjonalne wzbogacenie specyficznego mikrobiomu do tworzenia kwasu
kapronowego byto mozliwe dzieki odpowiedniej kontroli parametréw operacyjnych,
tj. pH i HRT;

sktad pozywki miat silny wptyw na biordéznorodnosé¢ i strukture populacji
drobnoustrojow;

badania ciggte wykazaty dominacje rodzin Coriobacteriaceae, Ruminococcaceae
(Ruminococcus, Oscillospira), Prevotellaceae i Veillonellaceae, ktére uczestniczyty

w rekcjach biochemicznych prowadzgcych do tworzenia kwasu kapronowego;
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= w procesach cigglych prowadzonych na serwatce kwasnej, jedyny znany producent
kwasu kapronowego zostat przypisany do gatunku Caproiciproducens spp.;

= pofaczenie pomiardw za pomocy cytometrii przeptywowej z sortowaniem komadrek
wraz z sekwencjonowaniem metagenomicznym pozwolito na zdobycie wszechstronnej
wiedzy na temat aktywnych podgrup drobnoustrojow, ktére byly bezposrednio
zaangazowane w proces wydtuzania tancucha weglowego i produkcje kwasu
kapronowego. Zaproponowane podejscie rzucito nowe $wiatto na analize réznych

podgrup mikrobiomu i otworzyto nowe sciezki dla jego pogtebionej charakterystyki.

Prowadzone badania pozwolity scharakteryzowaé kluczowe parametry sterowania procesem
fermentacji kultur otwartych do produkcji kwasu kapronowego z serwatki kwasnej. Korzysci,
ktore obnizajg ogdlne naktady eksploatacyjne i mozna je przypisa¢ procesom przedstawionym
w tej pracy, to mozliwo$é prowadzenia procesu w warunkach niesterylnych, brak koniecznosci
dodawania tlenu i jakichkolwiek zewnetrznych substratéw (takich jak etanol), brak
koniecznosci stosowania obrdbki cieplnej lub srodkéw chemicznych do hamowania procesu
metanogenezy. Przedstawiona praca wykazata, ze zastosowanie fermentacji kultur otwartych
umozliwia waloryzacje odpadu jakim jest serwatka kwasna do kwasu kapronowego.
Osiggniete wyniki mogg przyczynic¢ sie do opracowania nowatorskich strategii odzyskiwania
zasobdéw poprzez utylizacje bioodpaddéw przy uzyciu zaawansowanych metod
biotechnologicznych. Ostatecznie prowadzi to do zmniejszenia naszej zaleznosci od zasobow
petrochemicznych i toruje droge dla stworzenia innowacyjnego, zintegrowanego systemu

biorafinerii.
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