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Біоконверсія відпрацьованої олії в мікробний полісахарид етаполан для природоохоронних технологій

АНОТАЦІЯ

Шифр «КОЛІБРІ»

Глобальною проблемою сьогодення є забруднення навколишнього середовища токсичними промисловими відходами, зокрема відпрацьованою соняшниковою олією, викиди якої в Україні не регламентуються. Найефективнішим способом утилізації відходів є їх використання у технологіях мікробного синтезу, що продемонстровано на прикладі мікробного екзополісахариду етаполану (продуцент – Acinetobacter sp. ІМВ В-7005). Однак концентрація полісахариду при культивуванні на відходах була невисокою. Одним зі шляхів інтенсифікації синтезу є використання суміші відпрацьованої олії з іншими субстратами, що й було метою даної роботи.
Встановлено можливість використання високих концентрацій (5 %) відпрацьованої олії різної якості, у тому числі й змішаної, у суміші з мелясою або ацетатом для отримання етаполану. Показники синтезу на суміші субстратів були у 1,4-2,5 рази вищими, ніж на моносубстраті – відпрацьованій соняшниковій олії, а максимальна концентрація полісахариду (понад 17 г/л) досягалась при дробному внесені у середовище культивування відпрацьованої олії і ацетату та підтриманні рН на оптимальному для його синтезу рівні. На основі експериментальних даних розраховано собівартість поживних середовищ для синтезу етаполану, необхідного для миття цистерн від залишків нафти та нафтопродуктів АТ «Укрзалізниця», що є основою для розробки універсальної екологічно безпечної безвідходної технології його одержання, незалежної від якості, типу та постачальника відпрацьованої олії.
Робота обсягом 35 сторінок, складається зі вступу, літературного огляду, експериментальної частини (2 розділи), висновків та списку літератури (40). У роботі наведено 5 таблиці та 1 рисунок.
Ключові слова: етаполан, Acinetobacter sp. ІМВ В-7005, промислові відходи, суміш ацетату  або меляси з відпрацьованою соняшниковою олією.
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ВСТУП

Однією із глобальних екологічних проблем сучасності є пошук ефективних методів утилізації або повторного використання промислових відходів. Слід зазначити, що небезпечними є не лише відходи, що містять токсичні речовини, а й відходи, які потрапляють у навколишнє середовище у неконтрольованій кількості. Таким відходом в Україні і світі є відпрацьована олія (соняшникова, оливкова, соєва та ін.).

Так, за даними Агентства управління енергетичною інформацією США станом на 2019 рік в Сполучених Штатах Америки щодня збирають декілька мільйонів галонів відпрацьованої олії з закладів громадського харчування. У Європі ця кількість становить близько 0,49–0,7 мільйона галонів на день [1]. Відповідно до даних Державної служби статистики у 2018 р. в Україні було виготовлено 5,1 млн. т рафінованої соняшникової олії [http://www.ukrstat.gov.ua/ operativ/operativ2006/pr/prm_ric/prm_ric_u/vov2005_u.html], переважна частина якої потрапить в навколишнє середовище у вигляді пересмаженої відпрацьованої після смаження їжі. Зазначимо, що в Україні викиди відпрацьованої соняшникової олії в навколишнє середовище не регламентуються.
Одним зі шляхів утилізації даного відходу є його використання для виробництва біодизелю та одержання біологічно активних речовин, проте недоліками таких технологій є необхідність попереднього очищення олії, на що затрачаються додаткові кошти [2].

Зважаючи на це перспективним підходом до утилізації токсичної відпрацьованої олії зі збереженням довкілля є її використання як субстрату в біотехнологічних процесах, зокрема для одержання мікробних екзополісахаридів (ЕПС). Незважаючи на це, до теперішнього часу для отримання ЕПС в основному використовують дорогу вуглеводну сировину (сахароза, глюкоза тощо) [3, 4]. При цьому літературні відомості про одержання мікробних полісахиридів на промислових відходах є обмеженими, а інформація про їх синтез на відпрацьованих оліях відсутня.
Нині мікробні ЕПС завдяки їх здатності до змінення реологічних характеристик водних систем, емульгування, суспендування, гелеутворення широко використовуються у нафто- і гірничодобувній, харчовій, парфумерній, хімічній та текстильній промисловості, сільському господарстві, є об’єктами інтенсивних досліджень. Мікробні полісахариди мають ряд переваг перед синтетичними та рослинними полісахаридами. Так, ці біополімери є нетоксичними і біодеградабельними, стійкими до механічної та окисної деструкції [5].
Вітчизняним полісахаридом мультифункціонального призначення є етаполан (продуцент штам Acinetobacter sp. ІМВ В-7005).
Раніше було встановлено синтез полісахариду на широкому наборі різноманітних вуглеводних моносубстратів (вуглеводи, етанол, ацетат, органічні кислоти), а також вперше показано можливість отримання етаполану на відпрацьованій олії [6]. Основним недоліком використання такого субстрату була низька концентрація цільового продукту.
У той же час використання олії як субстрату для біосинтезу етаполану може сприяти утворенню ацильованого ЕПС з підвищеним ступенем ацилування. Раніше показано, що саме полісахариду такого складу притаманно найбільше практично цінних властивостей [7].

Одним з підходів до інтенсифікації технологій мікробного синтезу є використання суміші ростових субстратів. 
Мета даної роботи – дослідити можливість біоконверсії суміші відпрацьованої соняшникової олії з іншими субстратами (меляса, ацетат натрію) в мікробний екзополісахарид етаполан. 
РОЗДІЛ 1. БІОСИНТЕЗ МІКРОБНИХ ЕКЗОПОЛІСАХАРИДІВ НА ПРОМИСЛОВИХ ВІДХОДАХ
Починаючи з відкриття ксантану у 70-х роках мікробні екзополісахариди є об’єктом практичних та теоретичних досліджень. На сьогоднішній день проведену значну кількість експериментальної роботи з метою пошуку шляхів вдосконалення вже існуючих технологій. Проте, суттєвим недоліком отримання мікробних екзополісахаридів є те, що для їх синтезу використовують дорогу вуглецеву сировину. На жаль і літературі обмеженою залишається інформація про альтернативну заміну дороговартівної сировини на промислові відходи виробництв.
Відходи виробництва біодизелю
У роботах [3 - 7] встановлено можливість синтезу ЕПС використовуючи як субстрати відходи виробництва біодизелю. 

Станом на 2019 рік світовий обсяг виробництва біодизелю склав 91,17 млн т [8]. Однак суттєвим недоліком технології отримання біодизелю є значне накопичення 10% гліцерину (гліцеринова фаза) від загальної кількості топлива. Токсичні домішки (метанол, жирні кислоти, ефіри) у гліцериновій фазі унеможливлюють використання гліцерину в багатьох сферах його використання [9]. 

У роботі [10] показано, що під час росту продуцента ксантану Xanthomonas campestris CCTCC M2015714 на відходах біодизельного виробництва (40 г/л), найбільша кількість синтезованих ЕПС становить близько 11,0 г/л у порівнянні з очищеним гліцерином (32 г/л). 

Інші автори [11] встановили, що дробне внесення технічного гліцерину середовище для синтезу  33,9 г/л  ксантану штамом X. сampestris WXLB-006 дозволило отримати 33,9 г/л. Так, початкова концентрація гліцерину становила 40 г/л, після чого внесення гліцерину здійснювалось починаючи з 24 год культивування: з 24 по 34 год - 3 г/г/год; з 34 по 44 год – 2 г/л/год; з 44-54 –по 1 г/л/год, до кінцевої концентрації 100 г/л. 

У роботі [12] повідомляється про отримання 24,9 г/л нового полісахариду PGHX штамом Agrobacterium HX1126 на середовищі з технічним гліцерином у концентрації 50 г/л. Варто зазначити, що дана кількість ЕПС досягалась за рН 5,6 та за умов зниження концентрації азоту в процесі культивування. 
Raghunandan зі співавт. [13] досліджували вплив показано різних концентрацій  технічного гліцерину в середовищі (70 - 90 г/л) та рН (6 - 8) на синтез гелану штамами Sphingomonas pseudosanguinis K8 та Sphingomonas yabuuchiae K10. Найвища концентрація полісахариду (51,6 г/л) S. pseudosanguinis досягалась за внесення в середовище 70 г/л гліцерину та нейтрального рН. Показано, що культивування S. pseudosanguinis за концентрації гліцерину 70 г/л та рН 7 найвища концентрація полісахариду становила (51,6 г/л). Підвищення концентрації гліцерину до 80 г/л в середовищі для культивування S. yabuuchiae при рН 7 дозволило отримати 52,6 г/л. 
Відходи агро-промислового комплексу

Гідролізат цукрової тростини. Hilares зі співавт. [14] встановили, що використання гідролізату цукрової тростини (36,23 г/л глюкози та 19,90 г/л ксилоси з гідролізату) штамом Aureobasidium рullulans LB 83 дозволило отримати 22,13 г/л пулулану на 168 год культивування. 

Картопляне лушпиння. Зіпсована картопля, картопляне лушпиння після виробництва чіпсів або іншого використання картоплі можуть бути використані як субстрати для культивування мікроорганізмів, оскільки є багатими на вуглеводи та інші поживні речовини, а також доступні у великій кількості.

Vidhyalakshmi із спіавт. [15] повідомляють про синтез ксантану Xanthomonas citri MTCC 2286 та трьома ізольованими штамами (X. campestries, Xanthomonas oryzae, Xanthomonas musacearum) за використання як субстрату картопляного лушпиння. У процесі культивування на середовищі з екстрактом, одержаним після подрібнення лушпиння (50 г/л) продуценти синтезували 2,9, 2,87, 1,5 і 0,5 г/л ЕПС відповідно.

Жом маніоки. У роботі [16] автори зазначили, що за твердофазного культивування штаму A. pullulans MTCC 2670 на середовищі з 5% (за манозою) жому маніоки концентрація пулулану становила 49 мг/г субстрату. Перед використанням жом маніоки (розмір частинок 4,76 мм) зневоднювали, та висушували при температурі 80ºС протягом 24 год.

Гідролізат жому. Одним із відходів цукрового вирбництва є жом, який в основному складається з целюлози, геміцелюлози, пектину а також моно- та дисахаридів [17]. В країнах, де розвинене тваринництво, він використовується для годівлі худоби, а в інших – викидається на поля. Проте жом може використовуватися як відновлювальне джерело у біотехнологічних процесах.

У літературі є кілька повідомлень про синтез ксантану на даному субстраті [18,19]. Перед використанням жому здійснювали його гідроліз 1 % НCl, після фільтрації рН доводили до 7,0 і стерилізували при 121 °C. Для культивування одержаний розчин розбавляли до концентрації 2 % (за глюкозою). У середовище вносили 2,2–5 г/л лимонної кислоти як хелатуючий агент та додаткове джерело вуглецю. За додавання у середовище з гідролізатом жому 4,4 г/л лимонної кислоти X.campestris ATCC 15206 синтезував 20,82 г/л ксантану [17].

Панцирі криветок. Станом на 2018 рік світове виробництво креветок в аквакультурних господарствах становить 35 тис т. Так, в результаті промислової переробки креветок в середньому 45% складають відходи отримані після очищення ракоподібних від панцера [20]. Оскільки утилізації піддаються ті відходи які є токсичними або накопичуються у великій кількості, то переробка панцирів креветок дозволить значно очистити навколишнє середовище від даного відходу.  На сьогоднішній день відходи ракоподібних використовують як сировину для отримання каротиноїда астаксантину, або переробляють на креветочну муку, насичену вітаміном D [21]. 
Однак, за останні 5 років з’являються поодинокі повідомлення [21] про можливість синтезу полісахариду ксантану штамами X. сampestris 1182, X. сampestris 254, X. сampestris 629 за різної  концентрацій 2 – 10% (об’ємна  частка)  екстракту  панцирів креветок. Встановлено, що найвищі показники (кількість синтезованого полісахариду 4,6 г/л) досягались штамом 1182 за використання 10% (об’ємна  частка)  екстракту панцирів.

Побутові відходи. Побутові відходи -  фракція твердих відходів з високим вмістом органіки та вологи [22]. Оскільки галузь громадського харчування невпинно росте, то й відповідно збільшується кількість вторинної сировини, яка становить серйозну проблему. Наприклад, прогнозується що до 2025 року обсяг відходів в азіатських країнах буде становити 416 млн т. Варто зазначити, що неконтрольована деградація сміття на звалищах супроводжується забрудненнях ґрунтів та підземних вод, а також утвореннях парникового ефекту [22].
На сьогоднішній день вченими з Китаю [22] встановлено можливість синтезу мікробного полісахариду велану бактеріями Sphingomonas sp. ATCC 31555 на середовищі з побутовими відходами. Найвища концентрація велану 5,6 г/л утворювалась за внесення в середовище культивування 15 г/л подрібнених побутових відходів.  

У цьому дослідженні вченими використовувалась вторинна сировина студентської їдальні університету Сичуань після відокремлення паперу, скла, пластику та перикарпи насіннєвих рослин. Побутові відходи, які використовувались в експерименті містили 3,3 % білку, 3,5% ліпідів, 1,5% золи, 0,56% клітковини, загальна кількість твердих речовин становила 30,5%, вологовміст – 69,5%. 

Сік зіпсованих фруктів. На підприємствах з виробництва соків та інших продуктів з фруктів у великих кількостях утворюються відходи (шкірка, насіння), а також зіпсовані фрукти, непридатні для подальшого використання [23]. Завдяки  високому вмісту вуглеводів такі відходи можуть використовуватися у біотехнологічних виробництвах як ростові субстрати.

У праці [23] наведено дані про синтез целюлози штамом Gluconacetobacter xylinus ATCC 53582 на середовищі, що містить сік зіпсованих фруктів (слив, винограду, зелених ананасів і яблук). До подрібнених фруктів (250 г) додавали 400 мл дистильованої води та центрифугували. Супернатант у концентрації 60 % (за вуглеводами) використовували як субстрат. На четверту добу культивування штам ATCC 53582 синтезував до 60 мг/мл целюлози.

Виноградні вичавки. Лише в кількох літературних джерелах повідомляється про синтез полісахаридів на виноградних вичавках – твердій масі, що залишається після видалення соку з ягід  винограду у виробництві вин і соків. Понад 10 млн т вичавок (зерна, шкірка, стебла) утворюється щорічно і лише незначна частина використовується для годівлі худоби. Більша частина відходів викидається на смітники, створюючи екологічні проблеми [24].


Відомо про синтез пулулану штамом A. pullulans NRRLY-6220 на виноградних вичавках [24]. Для використання вичавок як субстрату їх обробляли водою при 65–70 °C, екстракт розводили до концентрації 7,4 % (за глюкозою). У процесі вирощування продуцента на такому субстраті максимальна кількість синтезованого полісахариду становила 22,3 г/л на 7-у добу культивування [24].

У праці [25] повідомляється про синтез ЕПС (14,68 г/л) мутантним штамом Alternaria alternate MIS4 за умов росту на екстракті із зіпсованого винограду (концентрація вуглеводів – 150 г/л).
Рисові висівки. Sirajunnisa зі співавт [26] встановили, що використання 5% (масова частка) рисових висівок супроводжувалось синтезом 2,14 г/л полісахариду синтезованого Bacillus subtilis. На думку авторів низька кількість ЕПС зумовлена високою концентрацією целюлози у висівках, яку погано асимілює продуцент. 
Гідролізат рисових висівок. У роботі [27] встановлено, здатність A. pullulans CCTCC M 2012259 синтезувати 15,6 г/л пулулану за використання 15% (масова частка) гідролізованих рисових висівок. Гідроліз відходу проводили 1% (об’ємна частка) сульфатною кислотою. Показано, що в результаті гідролізу лігноцелюлози виділяється оцтова кислота, яка є інгібітором синтезу пулулану. Як альтернативу дороговартісним методам очистки вчені отримали модифікований штам A. pullulans ARH-1, який асимілював неочищений гідролізат рисових висівок. Відмічено, що використання даного підходу дозволило отримати 22,2 г/л пулулану. 

Екстракт фініків. Станом на 2019 рік у Саудівській Аравії налічується понад 23 мільйонів фінікових пальм, які виробляють близько 1 млн тон фініків на рік. Загалом за рік 10% плодів опадає у процесі дозрівання. Зазвичай відходи фінікової пальми спалюються на фермах або утилізуються на звалищах, які викликають забруднення навколишнього середовища [28]. 
Авторами показано, що штам A. pullulans 51 синтезує 15 г/л пулулану за використання як джерела вуглецю 12% (об’ємна частка) екстракту фініків. Показано, що підвищення концентрації екстракту (15% об’мна частка) супроводжувалось зниженням синтезу полісахариду що може бути обумовлено пригніченням  ферментативної активності продуцента високими концентраціями джерела вуглецю.
У праці [] повідомляється про використання екстракту фініків для синтезу ксантану. За концентрації субстрату 84,68 г/л (за вуглеводами) X. campestris NRRL B-1459 синтезував 43,35 г/л ЕПС. 

Продуцент курдлану Rhizobium radiobacter ATCC 6466 культивували на середовищі, що містило як основний компонент екстракт фініків (120 г/л за глюкозою). За таких умов максимальна концентрація синтезованого полісахариду становила 22,83 г/л [].
Відходи виробництва переробки томатів. У процесі переробки томатів утворюється велика кількість відходів та вторинних продуктів (томати, які не відповідають якісним вимогам, насіння та шкірки), які потребують подальшої екологічнобезпеної утилізації. Станом на 2018 рік в Україні перероблюється 850 тис. томатів частина яких  (10 – 40%) становлять відходи [29]. Найбільша кількість томатів перероблюється на томатну пасту, однак в результаті порушень технологічного процесу частина давного продукту не відповідає технічним вимогам та якісним показникам. Знешкоджують відбраковану продукцію шляхом спалювання або утилізації на смітниках що супроводжується забрудненням навколишнього середовища рідкими та газоподібними викидами. Оскільки томатна паста, яка не відповідає вимогам містить велику кількість крохмалю, то перспективним способом переробки давного відходу є використання у біотехнологічних процесах. 

Antunes зі спіавт. [30] встановили здатність Enterobacter A47 синтезувати  8,77 г/л ЕПС при безперервній подачі томатної паста. Початкова концентрація джерела вуглецю становила 82 г/л, після 9 год культивування подача субстрату становила 11 г/л/год до кінцевої концентрації 250 г/л. Варто зазначити, що  зміна кількості томатної пасти у середовищі (6 г/л/год або 4 г/л/год) супроводжувалась зниженням кількості ЕПС до 4 – 4,5 г/л.

Оліє- та жировмісні відходи
Одним із способів утилізації олієвмісних відходів є їх використання як субстрату для синтезу мікробних практично цінних продуктів, у тому числі й полісахаридів.

Штам Cellulomonas flavigena UNP3 на 8-му добу культивування на середовищі з 1 % арахісової олії синтезував 1 г/л полісахариду, якому притаманні високі емульгувальні властивості. Зазначимо, що в даних дослідженнях як субстрат використовували звичайну, а не відпрацьовану олію [31].


При виробництві оливкової олії на фабриках утворюється велика кількість стічних вод. Дані відходи є досить багатими на жирні кислоти (олеїнова, ліноленова, пальмітинова, арахідонова) та інші поживні речовини, що містяться в оливках, тому можуть використовуватися для мікробного синтезу ЕПС. Свіжі стічні води є фітотоксичними через наявність в них фенолвмісних сполук, тому нині проблему утилізації цього відходу досліджують у багатьох країнах [32].


В огляді [24] наведено дані про синтез ксантану X. campestris NRRL B-1459 S4LII на середовищі зі стічними водами виробництва оливкової олії. При концентрації субстрату 20 % (об’ємна частка), штам NRRL B-1459 S4LII синтезував 7 г/л полісахариду.


У праці [33] повідомляється про можливість використання нафтовмісних вод після миття обладнання для бурових робіт, а також жировмісних стічних підприємств з переробки риби, для синтезу ЕПС Rhizobium leguminosarum ATCC 10004. Під час культивування штаму у середовищі, що містило суміш обох стічних вод (об’ємною часткою по 50%) концентрація ЕПС досягала 42,4 г/л.
Acinetobacter sp. DR1 вирощували у середовищі з 1–3 % (об’ємна частка) моторної оливи [34]. Встановлено, що продуцент синтезував близько 780 мг ЕПС/ г біомаси за концентрації оливи 2 %. Використання вищих концентрації моторної оливи інгібувало ріст клітин через наявність в ній токсичних речовин.

***

Отже, проаналізована література останній років аналіз показала можливість біотехнологічного синтезу мікробних полісахаридів продемонструвала можливість використання відходів біодизельного, агропромлового виробництва як субстратів які наявні у великій кількості та в більшості випадків є токсичними. Крім того, їх викиди в навколишнє середовище не регламентуються, тому утилізація таких відходів нині є актуальною.
Використання промислових відходів як субстратів, окрім доступності, має рад інших технологічних, економічних та екологічних переваг:

· технічний гліцерин не потребує попереднього очищення та стерилізації, що в рази знижує вартість технологічного процесу;
·  відходи агропромислового комплексу містять різні поживні речовини, що можуть слугувати активаторами росту мікроорганізмів та синтезу ЕПС;

Разом з тим, концентрація ЕПС синтезованих на більшості промислових відходів (таблиця) все ще залишається нижчою ніж на традиційних вуглеводних субстратах. Крім того на теперішній час у літературі відсутні відомості про синтез ЕПС на відпрацьованих оліях утилізація великої кількості яких становить серйозну екологічну проблему в багатьох країнах світу. 
Таблиця.1.1.

Синтез полісахаридів на альтернативних джерелах вуглецю

	Продуцент
	Субстрат
	Концентрація субстрату
	ЕПС
	Літера-

тура

	1
	2
	3
	4
	5

	X. campestris CCTCC M2015714
	Гліцерин
	40 г/л
	11 г/л
	[10]

	X.сampestris WXLB-006
	Гліцерин
	100 г/л
	33,9 г/л
	[11]

	Agrobacterium HX1126
	Гліцерин
	50 г/л
	24,9 г/л
	[12]

	S. pseudosanguinis K8
	Гліцерин
	70 г/л
	51,6 г/л
	[13]

	S. yabuuchiae K10
	Гліцерин
	80 г/л
	52,6 г/л
	[13]

	A. рullulans LB
	Гідролізат цукрової тростини
	56 г/л
	22,13 г/л
	[14]

	X. citri MTCC 2286
	Екстракт картопляного лушпиння
	50 г/л
	2,9 г/л
	[15]

	A. pullulans MTCC 2670
	Жом маніоки
	5% (за манозою)
	49 мг/г субстрату
	[16]

	X.campestris ATCC 15206
	Гідролізат жому
	2 % (за глюкозою)
	20,8 г/л
	[17]

	X. сampestris 1182
	Екстракт панцирів креветок
	10% (об’ємна частка)
	4,6 г/л
	[21]


	S. sp. ATCC 31555
	Побутові відходи
	15 г/л
	5,6 г/л
	[22]

	G. xylinus ATCC 53582
	Сік зіпсованих фруктів
	60 % (за вуглеводами)
	60 г/л
	[23]

	А.pullulans NRRLY-6220
	Екстракт виноградних вичавок
	7,4 % (за глюкозою)
	22,3 г/л
	[24]

	B.subtilis
	Рисові висівки
	5% (об’ємна частка)
	2,14 г/л
	[26]

	A. pullulans CCTCC M 2012259
	Гідролізат рисових висівок
	15% (масова частка)
	15,6 г/л
	[27]

	A. pullulans 51
	Екстракт фініків
	12% (масова частка)
	15 г/л
	[28]

	Enterobacter A47
	Томатна паста
	123 г/л
	8,77 г/л
	[30]

	C. flavigena UNP3
	Арахісова олія
	1 % (об’ємна частка)
	1,0 г/л
	[31]

	X. campestris NRRL B-1459 S4LII
	Стічні води виробництва оливкової олії
	20 %

(об’ємна частка)
	7,0 г/л
	[24]

	R. leguminosarum ATCC 10004
	Стічні води виробництва
	50 %

(об’ємна частка)
	42,4 г/л
	[33]

	A. sp. DR1
	Моторна олива
	2 % (об’ємна частка)
	5 г ЕПС/г біомаси
	[34]


РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Як об’єкт досліджень використовували ЕПС-синтезувальний штам Acinetobacter sp. 12S, депонований в Депозитарії Інституту мікробіології і вірусології Національної академії наук України за номером ІМВ В-7005.

Штам ІМВ В-7005 вирощували у рідкому мінеральному середовищі наступного складу (г/л): 

1. Базове середовище: КН2РО4 – 6,8; КОН – 0,9; MgSO4×7 H2O – 0,4; CaCl2×2H2O – 0,1; NH4NO3 – 0,2; FeSO4×7 H2O – 0,001.

2. Модифіковане середовище: КН2РО4 – 3,4; MgSO4×7 H2O – 0,4; CaCl2×2H2O – 0,1; NH4CI – 0,8; FeSO4×7 H2O – 0,001.

У середовище додатково вносили 0,5% (об’ємна частка) дріжджового автолізату, а також мультивітамінний комплекс «Комплевіт» в концентрації 0,00085 % (масова частка в перерахунку на пантотенат). Штам ІМВ В-7005 є ауксотрофом за пантотенатом.

Як субстрат використовували наступні види олій у концентрації 5% (об’ємна частка): рафінована (ТМ «Стожар», Україна), нерафінована (ТМ «Олейна», Україна), відпрацьована різної якості після смаження м’яса та картоплі (з мережі Mcdonald’s м. Київ, Україна), та 3 різні партії (відбір проводився через кожні два місяці) змішаної соняшникової олії після смаження м’яса, картоплі, цибулі, сиру, (отримана з пабу «RockerPub» Київ, Україна).
В одному з варіантів початкову концентрацію ацетату та олії знижували до 1,0 та 0,5 % з наступним дробним внесенням цих субстратів порціями по 0,5, 1,0 і 1,5 %, а олії 1,0, 1,5 і 2,5 % до кінцевої концентрації 3 % ацетату та 5 % олії. Для підтримання рН на рівні 7,0-8,0 (оптимальному для синтезу етаполану) здійснювали підкислення культуральної рідини оцтовою кислотою.

Оскільки продуцент етаполану не асимілює сахарозу, мелясу попередньо гідролізували: до 100 г меляси додавали дистильовану воду до кінцевого об’єму 200 мл, в отриманий розчин вносили 20 мл 1 н H2SО4 (до рН 4,0) і стерилізували при 112 ⁰С протягом 30 хв.

Культивування штаму ІМВ В-7005 здійснювали в колбах (750 мл) із 100 мл середовища на качалці (320 об/хв) при температурі 30°С упродовж 120 год.
Концентрацію біомаси визначали за оптичною густиною клітинної суспензії з перерахунком на суху біомасу згідно з калібрувальним графіком. Кількість синтезованого етаполану визначали ваговим методом. Для цього до певного об’єму культуральної рідини (зазвичай 10-15 мл) додавали 1,5-2 об’єми ізопропанолу, осад ЕПС промивали чистим ізопропанолом і висушували при кімнатній температурі упродовж 24 год. ЕПС-синтезувальну здатність розраховували як відношення концентрації ЕПС до концентрації сухої біомаси та виражали у г ЕПС / г біомаси.

Статистичну обробку даних проводили за Лакіним [35]. Достовірність результатів досліджень оцінювали у відповідності з t-критерієм Стьюдента. Визначення проводили наступним чином:

1. Розраховували середньоарифметичне значення одержаних результатів (середнє арифметичне вибірки):
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де xi – значення варіанту, 
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 – знак суми варіантів у межах від першого (x1) до n-го варіанту, n – загальне число варіантів або об’єм даної сукупності.

2. Визначали різницю між середніми значеннями вибірок:
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3. Для встановлення, вірогідна чи випадкова дана різниця, розраховували помилку різниці середніх за формулою:



[image: image4.wmf](

)

(

)

(

)

n

1

-

n

x

x

x

x

S

2

2

2

2

1

1

d

´

å

-

+

å

-

=

,
(2.3)

4. Розраховували фактично визначену величину t-критерію:
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5. Визначали число ступенів свободи:
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6. З таблиці [стр. 323] вибирали значення стандартного t-критерію (tst) для прийнятого рівня значимості α.

При умові, що tф≥tst нульова гіпотеза спростовується на високому рівні значимості (Р<0,05).
Отримані в ході досліджень результати відповідно t-критерія Стьюдента виявилися статистично достовірними при 5 %-му рівні значимості.
РОЗДІЛ 3. ВІДПРАЦЬОВАНА СОНЯШНИКОВА ОЛІЯ ЯК СУБСТРАТ ДЛЯ СИНТЕЗУ ПОЛІСАХАРИДУ ЕТАПОЛАНУ
Відпрацьована олія є токсичним відходом, який містить токсичні речовини (наприклад, містить акролеїн – акриламід, який здатний руйнувати ДНК; гетероциклічні аміни, що спричиняють серцеві захворювання; та полімери жирних кислот, вільні радикали тощо) та потрапляє у навколишнє середовище у неконтрольованій кількості, що обумовлює необхідність його ефективної утилізації в максимальних кількостях.

3.1. Особливості синтезу етаполану на олії різної якості

У попередніх дослідженнях [36] встановлено максимальну концентрацію рафінованої олії (5 %) в середовищі культивування для отримання етаполану. Тому у подальших експериментах відпрацьовану олію вносили в середовище культивування штаму ІМВ В-7005 у такій же концентрації.
Відпрацьована олія є субстратом непостійного складу якість якого значною мірою залежить від режиму смаження, кратності та типу приготованих страв [37]. Зазначимо, що у літературі відсутні відомості щодо синтезу мікробних екзополісахаридів (ЕПС) на відпрацьованих оліях різної якості.
Дані, наведені у табл. 3.1. засвідчують, що заміна рафінованої олії на відпрацьовану супроводжувалась підвищенням синтезу етаполану (кількість синтезованого ЕПС становила 14,4-15,0 г/л). У той же час показники синтезу на відпрацьованій після смаження картоплі олії були найнижчими: концентрація ЕПС і ЕПС-синтезувальна здатність не перевищували 4,2 г/л і 2,8-3,3 г ЕПС/ г біомаси відповідно. З літератури відомо, що при смаженні картоплі утворюється велика кількість альдегідів (акролеїн), які можуть бути інгібіторами росту і синтезу ЕПС [36].
Подальше збільшення концентрації відпрацьованої олії у середовищі культивування (6-7 %) продуцента етаполану не супроводжувалось підвищенням кількості синтезованих ЕПС, що зумовлене наявністю у олії її складі великої кількості токсичних інгібіторами росту і синтезу ЕПС.
Таблиця 3.1

Синтез етаполану на різних типах соняшникової олії
	Соняшникова олія в середовищі для біосинтезу ЕПС
	ЕПС, г/л
	г ЕПС/ г АСБ

	Рафінована
	9,1±0,45
	5,2±0,26

	Нерафінована
	10,0±0,50
	3,3±0,17

	Відпрацьована після смаження м’яса
	10,4±0,52
	4,5±0,23

	Відпрацьована після смаження картоплі
	4,2±0,21
	3,3±0,17


Примітка. Концентрація субстрату – 5 %. Інокулят вирощували на відповідній олії.
3.2. Трансформація відпрацьованої олії у суміші з мелясою в полісахарид етаполан

Одним з підходів до інтенсифікації технологій мікробного синтезу є використання суміші ростових субстратів. Ми припустили, що даний підхід може бути використаний для підвищення синтезу етаполану на відпрацьованій соняшниковій олії.
Як додатковий субстрат було обрану мелясу – відхід цукрового виробництва. Вибір даного субстрату обумовлено декількома причинами: 1) меляса значно дешевша за чисті вуглеводні субстрати; 2) раніше встановлено можливість синтезу етаполану на мелясі як моносубстраті, що в свою чергу дозволяє відразу використовувати даний субстрат для розробки базових технологій; 3) заміна глюкози на мелясу при вирощуванні продуцента на суміші меляси і С2-С4–субстратів у всіх варіантах призводила до збільшення кількості синтезованого етаполану.
У зв’язку з викладеним вище на наступному етапі досліджували можливість використання суміші меляси та соняшникової олії для одержання полісахариду.
Встановлено, що незалежно від природи джерела вуглецю (меляса, різні типи відпрацьованої олії) у середовищі для одержання посівного матеріалу та типу пересмаженої олії у суміші з мелясою, концентрація синтезованого ЕПС (10–14 г/л) була такою самою, як і за використання рафінованого субстрату (10–12,5 г/л) (табл. 3.2).

Проте з економічної точки зору для одержання посівного матеріалу доцільно використовувати відпрацьовану олію, оскільки вона не потребує стерилізації і наразі є набагато дешевшою за мелясу. Окрім цього, використання пересмаженої олії для підготовки інокуляту і біосинтезу ЕПС дає змогу збільшити обсяги утилізації даного токсичного відходу, а також додатково знизити собівартість цільового продукту.

Враховуючи те, що практично у всіх закладах відпрацьовану олію перед відправкою на утилізацію (виробництво біодизелю, використання в біотехнологічних процесах) змішують, на наступному етапі роботи досліджували синтез етаполану на суміші меляси та змішаній відпрацьованій олійї.

Як засвідчують наведені в табл. 3.2. дані, у разі використання змішаної пересмаженої олії для одержання посівного матеріалу та біосинтезу ЕПС показники синтезу етаполану (концентрація ЕПС 14 г/л, ЕПС-синтезувальна здатність 3,5 г ЕПС/ г біомаси) були вищими порівняно з використанням інших типів відпрацьованих олій (після смаження картоплі, м’яса, овочів).

Беручи до уваги наведені вище результати, а також зважаючи на мінливість складу пересмаженої олії, на наступному етапі роботи досліджували синтез етаполану на суміші меляси та різних партій змішаної відпрацьованої олії.

Результати показали, що незалежно від партії змішаної відпрацьованої олії концентрація синтезованого етаполану практично не змінювалася для одної і тої самої концентрації моносубстратів у суміші (табл. 3.3).

Таблиця 3.2.

Показники синтезу етаполану на суміші меляси та соняшникової олії різної якості
	Олія у суміші з мелясою
	Субстрат для одержання інокуляту
	ЕПС, г/л
	ЕПС-синтезувальна здатність, г ЕПС/ г біомаси

	Рафінована
	Рафінована олія
	10,09±0,50
	3,60±0,18

	
	Меляса
	12,25±0,61
	3,35±0,17

	Відпрацьована після смаження картоплі «фрі»
	Відпрацьована олія після смаження картоплі «фрі»
	11,06±0,55
	2,61±0,13

	
	Меляса
	13,52±0,68
	3,21±0,16

	Відпрацьована після смаження картоплі по-селянськи
	Відпрацьована олія після смаження картоплі по-селянськи
	11,66±0,58
	2,69±0,13

	
	Меляса
	13,19±0,66
	2,25±0,11

	Відпрацьована після смаження м’яса
	Відпрацьована олія після смаження м’яса
	12,41±0,62
	3,42±0,17

	
	Меляса
	11,33±0,57
	2,87±0,14

	Відпрацьована після смаження овочів
	Відпрацьована олія після смаження овочів
	9,94±0,50
	2,95±0,15

	
	Меляса
	10,71±0,54
	3,15±0,16

	Змішана відпрацьована
	Відпрацьована змішана олія
	13,92±0,70
	3,49±0,17

	
	Меляса
	12,90±0,65
	3,28±0,16


Таким чином, наведені результати: по-перше, засвідчують можливість синтезу етаполану на відпрацьованій олії різної якості з подальшою заміною на різні типи змішаної відпрацьованої (після смаження картоплі, м’яса, овочів), що дає змогу не лише істотно знизити собівартість цільового продукту, а й утилізувати токсичну пересмажену олію; по-друге, дають можливість розробити універсальну технологію синтезу етаполану на суміші відходів (меляса та відпрацьована олія), яка не залежить від типу та постачальника пересмаженої олії.

Таблиця 3.3
Вплив різних партій змішаної відпрацьованої олії у суміші з мелясою на синтез етаполану

	Партія змішаної олії у суміші з мелясою*
	рНкін
	ЕПС, г/л
	ЕПС-синтезувальна здатність, г ЕПС/ г біомаси

	Перша
	7,0
	13,84±0,69
	1,43±0,07

	Друга
	7,2
	12,64±0,63
	1,78±0,09

	Третя
	7,2
	14,98±0,75
	1,50±0,08


Примітка. *– Партії змішаної відпрацьованої олії описані у розділі 2. Посівний матеріал вирощували на відповідній змішаній пересмаженій олії.
3.3. Інтенсифікація синтезу етаполану на суміші відпрацьованої олії і ацетату натрію

Варто зазначити, що культивування штаму ІМВ В-7005 на соняшниковій олії у суміші з мелясою супроводжувалось підвищенням не тільки полісахариду але й біомаси, що суттєво знижує ефективність такої технології, а також ускладнює процес виділення та очищення цільового продукту. Ми вважаємо, що збільшення синтезу біомаси пов’язано з наявністю в складі меляси додаткового азоту. На нашу думку, вирішити дану проблему можна в результаті заміни меляси у суміші з олією на інший субстрат, що не містить у своєму складі азоту, зокрема ацетату, який раніше вже успішно використовувався для одержання етаполану.
У зв’язку з цим на наступному етапі досліджували особливості синтезу етаполану на середовищі з ацетатом натрію та відпрацьованою олією.

Встановлено, що під час культивування продуцента етаполану на суміші відпрацьованої олії з ацетатом натрію спостерігали підвищення рН культуральної рідини до неоптимального для синтезу ЕПС рівня (8,0-9,0). Одним із шляхів підтримання рН на оптимальному рівні може бути виключення зі складу лужної складової (КОН та КН2РО4), а також здійснення дробного внесення субстратів.
Експерименти показали, що зниження початкової концентрації олії та ацетату натрію у модифікованому середовищі з наступним дробним внесенням субстратів дозволило підвищити синтез ЕПС до 10 г/л. Проте й за таких умов культивування до кінця процесу спостерігали підвищення рівня рН середовища. Зважаючи на це, у подальших експериментах ацетат натрію замінювали на еквімолярну за вуглецем кількість оцтової кислоти.

Даний підхід дозволив отримати не тільки максимальну концентрацію етаполану (ЕПС 17,27 г/л), але й стабілізувати рН культуральної рідини на рівні 7,0-8,0, який є оптимальним для синтезу цільового продукту (рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Вплив дробного внесення субстратів на синтез етаполану

Варіанти культивування: 1 – без дробного внесення субстратів (контроль); 2 – дробне внесення ацетату натію та олії; 3 – дробне внесення оцтової кислоти та олії.
3.4. Розрахунок ефективності технологій одержання етаполану на основі відпрацьованої олії для миття резервуарів з-під нафти
Завдяки наявності жирних кислот розчинам етаполану притаманна висока здатність до емульгування, що робить можливим їх використання для очищення обладнання від нафти та нафтопродуктів [7].
Очищення ємностей від залишків нафтопродуктів являється технологічною операцією, яка досить часто повторюється та від якої значною мірою залежить безпека і ефективність транспортування нафти. Залишкові забруднення являють собою складний конгломерат, який складається з різноманітних за своїм складом та фізико-хімічними властивостями речовин, що мають різні джерела походження, структуру, фазовий стан [37]. На сьогодні в Україні існує багато підприємств, які надають послуги очищення резервуарів з-під нафти та нафтопродуктв (ООО «Схід-будконструкція», ПП «КРОНА ПЛЮС», ООО «НПП Укрпромтехсервіс», ПП «Еколайнсервіс» та ін.)
На сьогоднішній день для резервуари та транспортні ємності для нафтопродуктів очищують гідромеханічно з використанням гарячих водних розчинів високоактивних хімічних агентів, що обумовлює ряд значущих недоліків такого підходу: скидання великої кількості хімічно забрудненої води до очисних споруд; велика витрата теплової енергії для підігріву і подачі води, великий ризик для здоров’я та безпеки людей, що проводять очистку; значні витрати на гідромеханічне обладнання та хімічні реагенти; необхідність подальшої утилізації хімічних реагентів [39].

Як альтернативу даному підходу запропоновано використання для очищення емульгатора біологічного походження етаполану. Раніше показано [40], що як миючий засіб можна використовувати 0,1 % етаполанвмісну культуральну рідину після вирощування Acinetobacter sp. IMB B-7005. 
Використання етаполану як альтернативу хімічним засобам миття має ряд переваг:

· Низька собівартість за рахунок використання етаполанвмісної культуральної рідини, одержаної на дешевій сировині та промислових відходах (різноманітні відпрацьовані олії, меляса), та зниженні імпорталежності за рахунок локалізації виробництва;

· Етаполан – екологічно чиста та нетоксична сполука [7];

· Використання відпрацьованої олії дає змогу одночасно вирішити проблему утилізації відходу та отримати практично цінний продукт.
Розрахуємо вартість поживних середовищ для одержання етаполану, необхідного для миття цистерн від залишків нафти та нафтопродуктів АТ «Укрзалізниця».
Станом на 2018 рік обсяги транспортування нафти та нафтопродуктів залізницею до Кременчуцького НПЗ здійснюється АТ «Укрзалізниця» та становить 240 тис. т нафти у 4 000 цистернах об’ємом 60 м3. Заповнення цистерн здійснюється на 20 %, тому для миття однієї цистерни об’ємом 60 м3 необхідно: 60×0,2= 12 м3 робочого розчину етаполану. Для миття 500 цистерн необхідно 12×500=6 000 м3 робочого розчину, або 6 т етаполану. 

Розрахунок кількості культуральної рідини для одержання такої кількості етаполану згідно різних технологій на основі відпрацьованої олії, а також вартість відповідних поживних середовищ наведено у табл. 3.5.
Отже, використання етаполану, синтезованого на суміші змішаної відпрацьованої олії та ацетату, для миття цистерн з-під нафти є найбільш доцільним з економічної точки зору, оскільки витрати на його одержання є в 2,0-2,7 рази нижчими згідно порівняно з іншими технологіями на змішаній відпрацьованій олії.

Таблиця 3.5. 

Склад та вартість поживних середовищ для різних технологій одержання етаполану
	Технологія
	Концентрація ЕПС, г/л
	Компоненти поживного середовища
	Вміст компонентів у поживному середовищі
	Вартість компонентів для отримання 1 л середовища, грн
	Загальна вартість компонентів, грн
	Загальна кількість культу-ральної рідини , м3
	Вартість поживного середовища, тис. грн

	Базова (субстрат відпрацьована олія)
	10,4
	Змішана відпрацьована олія
	5%
	0,23
	1,6
	577
	923, 2

	
	
	Дріжджовий екстраткт
	0,25 г/л
	0,2
	
	
	

	
	
	Комплевіт
	17 г/л
	0,56
	
	
	

	
	
	KH2PO4
	6,8 г/л
	0,56
	
	
	

	
	
	КОН
	0,9 г/л
	0,07
	
	
	

	
	
	MgSO4 × 7H2O
	0,4 г/л
	0,003
	
	
	

	
	
	NH4NO3
	0,2 г/л
	0,002
	
	
	

	
	
	CaCI2 × 2H2O
	0,1 г/л
	0,003
	
	
	

	
	
	FeSO4 × 7H2O
	0,001 г/л
	0,000006
	
	
	

	Вдосконалена 1 (субстрат суміш змішаної відпрацьованої олії та меляси)
	14,98
	Меляса
	3% (за вуглеводами)
	1,5
	3,1
	400
	1 240

	
	
	Змішана відпрацьована олія
	5%
	0,23
	
	
	

	
	
	Дріжджовий екстраткт
	0,25 г/л
	0,2
	
	
	

	
	
	Комплевіт
	17 г/л
	0,56
	
	
	

	
	
	KH2PO4
	6,8 г/л
	0,56
	
	
	

	
	
	КОН
	0,9 г/л
	0,07
	
	
	

	
	
	MgSO4 × 7H2O
	0,4 г/л
	0,003
	
	
	

	
	
	NH4NO3
	0,2 г/л
	0,002
	
	
	

	
	
	CaCI2 × 2H2O
	0,1 г/л
	0,003
	
	
	

	
	
	FeSO4 × 7H2O
	0,001 г/л
	0,000006
	
	
	

	Вдосконалена 2 (суміш змішаної відрацьованої олії з ацетатом, дробне внесення субстратів і регуляції рН)
	17,27
	Оцтова кислота
	2,45 %
	0,07
	1,3
	347
	451,1

	
	
	Змішана відпрацьована олія
	5%
	0,23
	
	
	

	
	
	Дріжджовий екстраткт
	0,25 г/л
	0,2
	
	
	

	
	
	Комплевіт
	17 г/л
	0,56
	
	
	

	
	
	KH2PO4
	3,4 г/л
	0,28
	
	
	

	
	
	MgSO4 × 7H2O
	0,4 г/л
	0,003
	
	
	

	
	
	NH4CI
	0,8 г/л
	0,013
	
	
	

	
	
	CaCI2 × 2H2O
	0,1 г/л
	0,003
	
	
	

	
	
	FeSO4 × 7H2O
	0,001 г/л
	0,000006
	
	
	


ВИСНОВКИ

1. Накопичення великої кількості токсичних відпрацьованих олій є глобальною загрозою забруднення навколишнього середовища. Незважаючи на високий вміст канцерогенних речовин у такій олії, її викиди у навколишнє середовище на території України не регламентуються. Одним з перспективних шляхів вирішення даної проблеми є використання відпрацьованих олій у біотехнологічному виробництві, зокрема для синтезу мікробних екзополісахаридів. Такий підхід дозволяє не тільки отримати практично цінні метаболіти продукти мікробного синтезу, але й зберегти довкілля за рахунок утилізації небезпечних токсичних відходів.
2. Встановлено можливість синтезу етаполану Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на суміші відпрацьованої олії різної якості (після смаження картоплі, м’яса, овочів, змішаній) у суміші з мелясою. За даних умов показники синтезу етаполану були у 1,4-2,5 рази вищими порівняно з культивуванням продуцента на моносубстраті відпрацьованій олії.
3. Найбільша концентрація етаполану (понад 17 г/л) спостерігалась при вирощуванні штаму ІМВ В-7005 на модифікованому середовищі з дробним внесенням суміші оцтової кислоти та змішаної відпрацьованої олії. За таких умов культивування показники синтезу етаполану були у 1,7 рази вищими порівняно результатами, отриманими без дробного внесення субстратів.
4. Розроблено технологію одержання етаполану на суміші дешевих та доступних субстратів (суміш оцтової кислоти та змішаної відпрацьованої олії), собівартість якої є у 2-2,7 рази нижчою порівняно з іншими технологіями на змішаній відпрацьованій олії.
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