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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTIARUM POLONORUM
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia

ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu od 2002 roku.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii
drobnoustrojow, roslin i zwierzqt, z naciskiem na aspekty praktyczne.
Publikowane sq oryginalne prace badawcze, a takze artykuly o charakterze
monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim ze streszczeniami

w obu jezykach. Wszystkie opisy rysunkow i tabel sq dwujezyczne.

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

0d 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalez¢ na stronie
www.acta.media.pl

Zespot Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTIARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released

by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.
There are published both original research articles and monographs, in Polish
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists

in the field. This issue is also dominated by the application problems.

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et:
www.media.pl.

Editorial Team
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GLINKA HALOIZYTOWA ORAZ WEGIEL AKTYWNY
JAKO POTENCJALNE SORBENTY

W PROCESIE SKUTECZNEGO ODBARWIANIA
BURACZANEGO WYWARU MELASOWEGO

Matgorzata Krzywonos, Katarzyna Szymanska

Uniwersytet Ekonomiczny we Wroctawiu

Streszczenie. Buraczany wywar melasowy jest produktem ubocznym powstajacym pod-
czas wytwarzania etanolu z melasy buraczanej. Jego ciemnobrazowa barwa jest efektem
obecnosci karmeli, melanoidyn oraz produktéw alkalicznej degradacji inwertu. Ciemno-
brazowe zabarwienie wywaru nie jest usuwane metodami biologicznymi. Celem prezento-
wanych badan byto poréwnanie zdolnosci i wydajnosci dekoloryzacji buraczanego wywaru
melasowego na ztozu glinki haloizytowej z wynikami uzyskanymi na ztozach pylistego
wegla aktywnego. Zbadano wptyw pH i stezenia wywaru, czasu reakcji z no$nikiem oraz
ilosci badanego ztoza sorpcyjnego na skutecznos¢ odbarwiania wywaru melasowego.

Stowa kluczowe: melasowy wywar buraczany, dekoloryzacja, wegiel aktywny, glinka
haloizytowa

WSTEP

Efektem ubocznym przetworstwa burakdéw cukrowych sa odpady w postaci lisci bura-
czanych, wystodkéw, szlamu defekosaturacyjnego i melasy [Zielnica i in. 2000]. Po-
wstata melase wykorzystuje sig¢ efektywnie w przemysle fermentacyjnym. Produkcji
1 dm® etanolu z fermentacji poprodukcyjnej melasy towarzyszy powstawanie od 8 do
15 dm® wywaru [Mane i in. 2006]. Zagospodarowanie wywarow gorzelniczych stanowi
ogromne wyzwanie zard6wno z punktu widzenia ekonomicznego, jak i srodowiskowego.
Melasowy wywar gorzelniczy (buraczany i trzcinowy) charakteryzuja kwasny odczyn,
silny, charakterystyczny zapach oraz ciemnobrunatne zabarwienie [Coca i in. 2004, Sa-
tyawali i Balakrishnan 2008]. Glgbokie zabarwienie wywaru melasowego spowodowa-
ne jest obecno$cia brunatnych pigmentéw — produktow alkalicznego rozktadu inwertu,
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6 M. Krzywonos, K. Szymanska

barwnikow melanoidynowych oraz produktow karmelizacji sacharozy [Mane i in. 2006].
Wymienione substancje barwne sa zwigzkami opornymi na usuwanie tradycyjnymi me-
todami. Konwencjonalne metody stosowane takie jak fermentacja beztlenowa czy wy-
korzystanie osadu czynnego nie sa wystarczajace dla odbarwienia wywaru [Satyawali
i Balakrishnan 2008]. Akumulacja opisanych ciat barwnych jest wysoce niewskazana ze
wzgledu na ich toksyczne wiasciwosci. Jako produkty m.in. spontanicznie zachodzacej
reakcji Maillarda majaq silnie reaktywne grupy karboksymetylowe, bgdace potencjalnymi
cytotoksykantami — inhibitorami wzrostu i zywotno$ci mikroorganizméw zaangazowa-
nych w biodegradacjg [Shayegan i in. 2005, Tessier 2009]. Obok biologicznego usuwania
barwnikow wywaréw melasowych wykorzystuje si¢ tez metody fizykochemiczne. Jed-
na z nich jest zastosowanie wggla aktywnego, ktory swoje specyficzne wtasciwosci ab-
sorpeyjne i adsorpeyjne zawdzigeza rozbudowanej strukturze mikrospor i mezopor oraz
wysokiemu stopniowi reaktywnosci powierzchniowej, za ktéra odpowiada jego polarna
i hydrofobowa natura [Satyawali i Balakrishnan 2008]. Ze wzgledu na koszty proce-
su oczyszczania z wykorzystaniem wegli aktywnych, poszukuje si¢ innych materiatow,
ktére ze wzgledu na swoja budowe i wlasciwosci fizykochemiczne mogltyby prowadzic¢
réwnie skuteczna jak wegiel aktywny sorpcjg substancji barwnych. Interesujacym za-
gadnieniem wydaje si¢ by¢ proba wykorzystania haloizytu, naturalnie wydobywanego
mineratu poktadowego, w roli aktywnego sorbenta [Lee i in. 2004]. W strukturze ha-
loizytu znajduja si¢ nanorurki o $rednicy kilkudziesigciu nanometrow, generujace dosé¢
duza porowato$¢ i wysoka sorpcyjnos¢. Ogromne znaczenie w potencjalnym zastosowa-
niu glinki haloizytowej do oczyszczania §ciekow ma jej zdolno$¢ do trwatego wiazania
metali cigzkich (m.in. chromu, niklu, kadmu, rtgci), wptywajacych inhibujaco na wzrost
mikroorganizméw wykorzystywanych do biodegradacji. Dodatkowo, w przeciwienstwie
do zt6z sorpcyjnych zbudowanych z wegla aktywnego, biofiltry sktadajace sig z haloizy-
tu charakteryzuja si¢ mala wrazliwoscia na wilgotnos¢, zachowujac wysoka sprawnos¢
przez dhugi czas uzytkowania [Joussein i in. 2005]. Dotychczas prowadzone badania nad
dekoloryzacja dotyczyly gldwnie trzcinowego wywaru melasowego [Pant i Adholeya,
2007]. Nie znaleziono informacji na temat dekoloryzacji buraczanego wywaru melaso-
wego z wykorzystaniem glinki haloizytowe;j.

Celem prezentowanych badan byto poréwnanie zdolnosci i wydajnosci dekoloryzacji
buraczanego wywaru melasowego na ztozu glinki haloizytowej z wynikami uzyskanymi
na ztozach pylistego wegla aktywnego. Zbadano wptyw pH i stgzenia wywaru, czasu
reakcji z no$nikiem oraz ilosci badanego ztoza sorpcyjnego na skutecznos¢ odbarwiania
wywaru melasowego.

MATERIALY I METODY

Buraczany wywar melasowy

Buraczany wywar melasowy poddawany odbarwianiu pochodzil z gorzelni nalezacej
do Zaktadow Wytworczych CHEKO sp. z 0.0. we Wioctawku i przed uzyciem zostal
zamrozony w temp. -20°C. Jego pH wynosito 5, gestos¢ 22°Blg. Wywar zostal scharak-
teryzowany poprzez nastepujace wielkosci (g-dm™): chemiczne zapotrzebowanie na tlen
(ChZT) 94,1; glicerol 9,71; glukoza 0,001; kwas mlekowy 18,4; kwas octowy 2,07; kwas
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piroglutaminowy 8,16; kwas izomastowy 5,95; kwas winowy 0,8; produkty alkalicznego
rozktadu inwertu (PARI) 20,07; karmele 1,75; i melanoidyny 2,91.

Przed oznaczeniami probki wywaru zostalty odwirowane z wykorzystaniem wirdwki
laboratoryjnej (Sigma® 4K15) przy predkosci 8000 g przez 15 minut. Supernatant za-
mrozono i w takim stanie przechowywano w celu uzycia go do dalszych analiz.

Nos$niki

Glinke haloizytu (GH) pozyskano ze ztoz naturalnych w Szklarach k. Zabkowic Slaskich.
Pylisty wegiel aktywny (PWA) — NORIT SX2 cz.d.a. zostat zakupiony w POCH, Gliwice.

Sposob prowadzenia dekoloryzacji

Dekoloryzacj¢ prowadzono na wytrzasarce laboratoryjnej (IKA Stone Shaker) w kol-
bach wstrzasanych (100 obrotow min) o pojemnosci 250 ¢cm® wypetionych 100 cm?
dekoloryzowanego wywaru. Po uptywie 0,5; 1; 1,5; 2 oraz po 24 h zmierzono ekstynk-
cje (spektrofotometr Ultraspec III, Pharmacia LKB) dla dlugosci fali 250, 282, 300,
475 nm. W prébie poczatkowej i koncowej okreslano zmiany zawartosci barwnikéw wy-
waru metodg HPLC.

Badania przeprowadzono na trzech etapach. Po pierwsze okreslono optymalne roz-
cienczenie wywaru melasowego (100, 75, 50, 25, 15 1 5%) w stosunku do dawki 5 g kaz-
dego z wymieniaczy jonowych. Drugi etap mial na celu zbadanie wptywu dawki no$nika
(0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,51 5 g) na efektywno$¢ procesu odbarwiania. St¢zenie
wywaru, jakie zastosowano na tym etapie, to optymalne wybrane na pierwszym etapie
réwne 25%. Nastepnie zbadano wptyw pH (dla wartosci 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 101 11) na
stopien odbarwienia wywaru. Warto$¢ pH regulowano 0,1 M HCl1 1 33% NaOH. Zastoso-
wano wywar o stgzeniu 25% i po 5 g kazdego z nos$nikow.

Kazdy z eksperymentéw wykonywano w 3 powtdrzeniach. Prezentowane dane sa
$rednig uzyskana z dokonanych pomiarow.

Metody analityczne

Oznaczenia glukozy, glicerolu oraz kwasow organicznych (mlekowego, octowego, pi-
roglutaminowego, winowego i izomastowego) wykonano metoda HPLC. Wykorzystano
aparat firmy Knauer z detektorem UV-VIS i refraktometrycznym, wyposazony w ko-
lumng Phenomenex ROA Organic Acids o wymiarach: 7,8 mm ($rednica wewngtrzna)
x 300 mm (dtugos¢). Jako eluent zastosowano 0,005 M H,SO,, ktorego predko$¢ prze-
plywu wynosita 0,5 cm®*min’. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 40°C i przy
dhugosci fali 210 nm. Sumaryczna zawarto$¢ barwnikow w wywarze oznaczano metoda
spektrofotometryczna przy dlugosci fali 475 nm [Bharagava i in. 2009]. Skutecznos¢
dekoloryzacji wyrazano w nastgpujacy sposob: roznica migdzy poczatkowa i koncowa
absorbancja, podzielona przez absorbancj¢ poczatkowa. Stgzenie melanoidynow (M),
karmeli (K) i produktow otrzymywanych podczas alkalicznego rozktadu inwertu (I) ob-
liczono, wykorzystujac pomiar absorbancji przy dtugosci fal 250 nm, 282 nm, 300 nm)
[Sapronov 1963]. Do okreslenia zawartosci substancji barwnych w probach koncowych
dla procesow, w ktorych uzyskano najwyzszy stopien odbarwienia oraz dla odpowied-
nich prob kontrolnych, wykorzystano takze metod¢ HPLC (zestaw Knauer z detekto-
rem UV-VIS; typ kolumny: Agela Unisol 18, Sum; rozmiar kolumny: dtugos¢ 250 mm,
$rednica wewnetrzna: 4.6 mm; eluent: acetonitryl/H,O 90%:10%; predkos¢ przeptywu:

Biotechnologia 10 (4) 2011



8 M. Krzywonos, K. Szymanska

0,5 cm*min’'; temperatura: 27°C). Oznaczen dokonano przy dhugosci fali 290 nm [Bha-
ragava i in. 2009]. Zmiany w zawartosci substancji barwnych oceniano przez stopien
redukcji pola powierzchni, ograniczonego krzywa chromatogramu, obliczonego dla

czasu retencji RT od 3,3 do 11,2 min oraz stopien redukcji wysokosci piku o $rednim
RT = 5,3 min.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na pierwszym etapie zbadano wplyw stezenia wywaru na stopien dekoloryzacji wywaru.
Zauwazono, ze gdy stosowano jako nosnik glinkg haloizytowa, po 0,5 h tylko dla stezenia
5,251 50% wywaru, zachodzito jego odbarwienie (rys. 1 a). Przy wyzszych st¢zeniach
nie zauwazono dekoloryzacji wywaru (rys. 1 a i b). Gdy uzyto pylistego wegla aktyw-
nego, nawet w przypadku wywaru nierozcienczonego poddawanego badaniom, po 0,5 h
osiagnig¢to wysoki stopien dekoloryzacji (do 60%). Dla tego nosnika najwyzszy stopief
dekoloryzacji (powyzej 95%) uzyskano po 0,5 h od rozpoczgcia filtracji dla wywaru
o stgzeniu 5 125% (rys. 1a).

a b
120
BGH (HC) 120 4 OGH (HC)

100 BPWA (PAC)

BPWA (PAC)
100 -

80 4
60 -
40 4
20 o I
0+ T T T

5 25 50 75 100 5 25 50 75 100
Stezenie wywaru [%] Stezenie wywaru [%]
Vinasse concentration Vinasse concentration

Rys. 1. Wplyw stezenia wywaru na stopien dekoloryzacji wywaru po a) 0,5 h; b) 24 h
Fig. 1. Effect of vinasse concentration on the extent of colour removal after a) 0.5 h; b) 24 h

80

60

Decolorization

40

Stopien dekoloryzacii [%]
Decolorization

Stopiert dekoloryzacji [%]

20

Najwyzszy stopien odbarwienia dla glinki (99,3%) odnotowano dla 25% wywaru po
1 h od rozpoczgcia filtracji (dane nieprezentowane). Po 24 h zanotowano spadek stopnia
dekoloryzacji wywaru dla obu stosowanych no$nikow (rys. 1 aib).

Uzyskane wyniki potwierdzity zdolnos¢ do odbarwiania rozcienczonego wywa-
ru melasowego 5 1 25%. Zaobserwowano zaréwno zmniejszenie pola powierzchni, jak
i wysokosci piku po 24 h reakcji z no$nikami (tab. 1). Zmniejszenie pola powierzchni
oraz wysokosci piku zanotowano takze dla wywaru o stgzeniu 50% na obu stosowanych
ztozach. Jednak warto$ci te sa duzo nizsze niz dla wywaru o nizszych st¢zeniach i nie
znalazly potwierdzenia w uzyskanym stopniu dekoloryzacji (rys. 1). Dla wywaru nieroz-
cienczonego oraz o stgzeniu 75% pole powierzchni i wysoko$¢ piku pozostaty bez zmian.
Zmniejszenie pola powierzchni i wysokosci w chromatogramach dekoloryzowanych pro-
bek wywaru melasowego zaobserwowali takze Bharagava i in. [2009] przy dekoloryzacji
melasowego wywaru trzcinowego oraz Krzywonos [2012] podczas biologicznej deko-
loryzacji wywaru buraczanego z wykorzystaniem szczepow bakterii z rodzaju Bacillus.

Acta Sci. Pol.
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W badaniach Krzywonos i Lapawy [2012] stwierdzono, Ze wysokos$¢ najwyzszego piku
byta znacznie pomniejszona w poréwnaniu z proba kontrolna, oraz ze ilo§¢ pikow znacz-
nie si¢ zmniejszyta w poréwnaniu z proba kontrolna przy dekoloryzacji melasowego wy-
waru buraczanego z uzyciem zywic jonowymiennych. W innych badaniach Krzywonos
i Seruga [2012], wykorzystujac bakterie z gatunku Lactobacillus plantarum, odnotowali
57,9% stopien redukcji gtownego piku w procesie dekoloryzacji buraczanego wywaru
melasowego.

Tabela 1. Wplyw stezenia wywaru na stopien redukcji pola powierzchni oraz wysokosci piku
Table 1. Effect of vinasse concentration on the extent of reduction in peak area and peak height

Stopien redukcji [%]

Stezenie - Removal
wywaru Nosénik Pol Ep——
Vinasse Sorbent 0l¢ powierzehnt Wysokos$¢ piku
concentration piku Peak height
Peak area
GH 0 0
100%
PWA 0 0
GH 0 0
75%
PWA 0 0
GH 34 42
50%
PWA 15 21
GH 47 46
25%
PWA 64 63
GH 65 27
5%
PWA 83 80

Poniewaz zaréwno dla jednego, jak i drugiego stosowanego nosnika najwyzszy
stopien dekoloryzacji, mierzony przez pomiar absorbancji przy dlugosci fal 475 nm,
otrzymano dla wywaru o stezeniu 25% (rys. 1 aib), do kolejnego etapu wybrano wlasnie
to rozcienczenie jako optymalne i zastosowano je na kolejnym etapie badan.

Podczas badania wplywu pH wywaru na stopien jego odbarwienia pierwsze 0,5 h
reakcji wywaru melasowego o pH poczatkowym 3, 4, 51 6 ze ztozem GH skutkowato
umiarkowana dekoloryzacja (22-25%) (rys. 2a). Wyzszy stopien dekoloryzacji (powy-
zej 55%) zanotowano dla poczatkowego pH = 7 i wyzszego (rys. 2a). Dla czasu reakcji
1,5 h odnotowano wzrost stopnia dekoloryzacji wywaru w catym badanym zakresie pH
(rys. 2a).

Po 24 h od rozpoczgcia filtracji dekoloryzacja dla pH = 3 1 4 obnizyta si¢ w stosunku
do wynikéw uzyskanych po uptywie 1,5 h, natomiast w wyzszych zakresach pH (od 5
do 11) odnotowano brak Iub wzrost zabarwienia roztworu. Pomimo doniesien literaturo-
wych o niskiej wrazliwosci glinki haloizytowej na odczyn §rodowiska, w jakim si¢ znaj-
duje [Joussein i in. 2005], zauwazy¢ mozna wyrazne preferencje haloizytu do skrajnych
wartosci pH wywaru. Pojawiajacy si¢ po uptywie doby wzrost zabarwienia roztworu wy-
nikat prawdopodobnie z przenikania uwodnionych tlenkoéw zelaza i manganu zawartych
w glince do odbarwianego roztworu wywaru.

Biotechnologia 10 (4) 2011



10 M. Krzywonos, K. Szymanska
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Rys. 2. Wpltyw pH wywaru na efektywnos¢ dekoloryzacji 25% wywaru na ztozu GH (a) i PWA (b)
w czasie 0,5 h; 1,5 horaz 24 h

Fig. 2. Effect of pH on decolorization of 25% vinasse using HC (a) and PAC (b) after 0.5 h, 1.5 h
and 24 h

W eksperymentach, gdy no$nikiem byt PWA, uzyskano znacznie wyzsze sto-
pnie dekoloryzacji (rys. 2b). Najwyzszy stopien dekoloryzacji (98,7%) uzyskano przy
poczatkowym pH = 6, po czasie filtracji 1,5 h. Najnizsza warto$¢ stopnia dekoloryz-
acji (56,4%) zanotowano po 0,5 h reakcji dla poczatkowego pH=3. W przypadku PWA
niezaleznie od czasu trwania filtracji (do 2 h) oraz pH filtrowanego wywaru stopien od-
barwienia utrzymywatl si¢ na wysokim poziomie ok. 80%. Wydtuzenie czasu reakcji do
24 h, podobnie jak w przypadku glinki haloizytowej, spowodowato znaczne obnizenie
stopnia dekoloryzacji lub brak dekoloryzacji (rys. 2b), spowodowane jednak nie
wzrostem stgzenia substancji barwnych, a przenikaniem do roztworu czasteczek sadzy,
a co za tym idzie, zmniejszajaca si¢ przepuszczalnoscia $wiatlta UV badanego roztworu.
Wysoki stopien dekoloryzacji wywaru (42 i 82%) uzyskiwano po 24 h reakcji w przy-
padku pH poczatkowego PWA réwnego odpowiednio 3 i 4. Podobne zalezno$ci uzyskano
w przypadku GH (odpowiednio 62,5 i 52%). Analizujac wptyw pH roztworu melasowego
na efektywnos$¢ usuwania zwiazkow poszczegolnych barwnikow, tj. melanoidynow (M),
karmeli (K) i produktow otrzymywanych podczas alkalicznego rozktadu inwertu (1),
zauwazono, ze po 0,5 h w przypadku GH nie zanotowano usunigcia z wywaru produk-
tow alkalicznego rozktadu inwertu. W przypadku stosowania PWA st¢zenie melanoi-
dynow pozostalo nie zmienione w caty badanym zakresie pH (rys. 3). Na ztozu PWA po
0,5 h w calym badanym zakresie pH, z wyjatkiem pH = 11, stopien usuwania produk-
tow alkalicznego rozktadu inwertu byt wysoki i wynidst ponad 63% (rys. 3b). Podczas
potgodzinnej filtracji odnotowano catkowite usunigcie produktéw karmelizacji sacharozy
dla pH = 8 dla obu stosowanych nosnikow. Po 0,5 h wraz z wydtuzeniem czasu reakcji
z nos$nikiem zaréwno dla GH, jak i PWA nie zanotowano zwigkszenia stopnia usunigcia
poszczegolnych barwnikow wywaru, a wregez przeciwnie — spadek stopnia usunigcia.
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Rys. 3. Wptyw pH wywaru melasowego na zawartos¢ produktow alkalicznego rozktadu inwer-
tu (I), barwnikéw melanoidynowych (M) oraz produktéw karmelizacji sacharozy (K)
po 0,5 h na ztozu GH (a) oraz PWA (b)

Fig. 3. Effect of pH on the removal efficiency on the removal of invert alkaline degradation
products (I), melanoidins (M) and caramels (K) after 0.5 h on HC (a) and PAC (b)

Na rysunku 4 przedstawiono wptyw dawki (g) zastosowanego ztoza na efektywno$¢
dekoloryzacjiwywaru o stgzeniu 25%. W przypadku GH wigksza dawka ztoza nie skutkowata
zwigkszeniem stopnia dekoloryzacji (rys. 4 a). W przypadku GH dawki ztoza w ilo$ci od
0,5 do 1,5 g na 100 cm® wywaru pozwalaty uzyskac¢ najwigksze odbarwienie, odpowiednio
93,2; 921 99% po 1 h reakeji z nosnikiem. Po 24 h reakcji nie odnotowano gwattownego
spadku stopnia dekoloryzacji, w przeciwienstwie do eksperymentow, w ktorych badano
wplyw pH na ten proces (rys. 2a i b). Zjawisko to potwierdza powinowactwo GH do niskich
warto$ci pH, bliskich naturalnemu odczynowi wywaru melasowego. Gdy no$nikiem byt
PWA, najwyzszy stopien dekoloryzacji odnotowano po 1 h sorpcji (98,7%), dla ilosci ztoza
2 g (rys. 4 b). Po 24 h saczenia wywaru na ztozu PWA, gdy dawka byta réwna od 2,5 do 4
g, nastapit wzrost stopnia dekoloryzacji wywaru powyzej 93%.
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Rys. 4. Wplyw dawki ztoza GH (a) oraz PWA (b) na stopien dekoloryzacji wywaru melasowego
w czasiet=0,5h, 1 horaz24 h
Fig. 4. Effect of HC and PAC dose on the decolorization after 0.5 h, 1 h and 24 h
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Ze wzgledu na osiagnigeie wyzszych wartosci stopnia dekoloryzacji dla stosowanego
wegla po 24 h reakcji z nosnikiem pominigto dane dotyczace glinki, a w tabeli 2 zamiesz-
czono dane dotyczace stopni redukcji pola powierzchni oraz wysokos$ci pikow w chroma-
togramach wywaru melasowego po sorpcji tylko na ztozu z weglem aktywnym.

Tabela 2. Wplyw dawki PWA na stopien redukcji pola powierzchni oraz wysokos$ci piku
Table 2. Effect of PAC dose on the extent of reduction in peak area and peak height (PAC)

Stopien redukcji [%]

PWA [g] Removal
PAC Pole powierzchni piku Wysokos¢ piku
Peak area Peak height

0,5 47 19

1 31 22

1,5 49 47

2 53 47

2,5 54 62

3 60 37

51 34

4,5 53 42

5 53 55

Dane zamieszczone w tabeli 2 pozwalaja na potwierdzenie stopnia dekoloryzacji zmie-
rzonego przez pomiar dtugosci fali przy 475 nm (rys. 1 b). Najwyzszy stopien redukcji
pola powierzchni uzyskano dla dawki roéwnej 3 g, za§ w najwyzszym stopniu wysokos¢
piku zostata pomniejszona, gdy ilos¢ PWA wynosita 2,5 g na 100 cm?® wywaru o stezeniu
25%. Dla tych dawek po 24 h reakcji wywaru ze ztozem PWA stopien dekoloryzacji
wywaru byt wyzszy niz 93%.

Analizujac stopien usuwania poszczegdlnych barwnikéw wywarowych na ztozu GH,
okazalo sig, ze w przypadku GH usuwane byty tylko produkty alkalicznego rozktadu in-
wertu. Najwyzszy stopien usuwania tych zwiazkow (ponad 50%) zanotowano dla dawki
5 g glinki na 100 cm?® wywaru i czasu reakcji 0,5 h. Dla pozostatych dawek GH stopien
usunigcia produktow alkalicznego rozktadu inwertu nie przekroczyt 18,5% (rys. 5a). Po
uptywie 24 h stopien redukeji zawarto$ci inwertu w porownaniu z tym osiagnig¢tym po
0,5 h jeszcze zmalatl. Najwyzszy stopien redukcji inwertu, ponad 8%, odnotowano dla
dawki 1 g GH na 100 cm® wywaru (rys. 5 b).

Uzyskane wyniki wskazuja na najskuteczniejsze usuwanie z roztworu produktow
alkalicznego rozktadu inwertu (rys. 5 i1 6). Po czasie filtracji 0,5 h maksymalna reduk-
cja ich zawarto$ci wyniosta 83% (3 g wegla aktywnego na 100 cm® wywaru). Wraz ze
zwigkszeniem dawki PWA powyzej 3,5 g na 100 cm® wywaru zmalat stopien usunigcia
zawartos$ci produktéw alkalicznego rozkladu inwertu. Gdy czas reakcji wydtuzono do
24 h, dla dawki od 2 do 5 g wegla aktywnego na 100 cm?® wywaru, stopien usunigcia in-
wertu byt wigkszy niz 65% (rys. 6b).
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Wplyw dawki PWA na usuwanie z roztworu wywaru melasowego produktéw alkaliczne-
go rozktadu inwertu (I), barwnikéw melanoidynowych (M) oraz produktow karmelizacji
sacharozy (K), po uptywie 0,5 h (a) i1 24 h (b)

Effect of PAC resin dose on the removal of invert alkaline degradation products (I), mela-
noidins (M) and caramels (K) after 0.5 h (a) and 24 h (b)

Maksymalny poziom usuwania melanoidynéw (tylko 15%), podobnie jak w przypad-
ku inwertu, odnotowano dla dawki 3 g wegla aktywnego na 100 cm? wywaru po uptywie
0,5 h od rozpoczecia filtracji (rys. 6a). Brak lub niewielki stopien usuwania melanoidy-
néw mozna ttumaczy¢ reakcjami zachodzacymi w roztworze pomiedzy produktami alka-
licznego rozktadu inwertu a obecnymi w wywarze produktami rozktadu biatek i amidow,
skutkujacymi powstawaniem znacznych ilo$ci barwnikéw melanoidynowych [Regiec

2010].

Stopien usunigcia zawartosci barwnikdéw karmelowych obnizyt si¢ maksymalnie

tylko o 5,3% (0,5 h, 3 g PWA) (Rys. 6a). Po uptywie 24 h stopien usunigcia karmeli
z wywaru niewiele si¢ zmienit (nie byt wyzszy niz 7% dla dawki wegla aktywnego
415 gna 100 cm® wywaru (rys. 6b).
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Znacznie wyzszy stopien dekoloryzacji uzyskany w doswiadczeniach, gdy no$nikiem
byt wegiel aktywny, jest prawdopodobnie zwiazany z wyzszym stopniem usuwania pro-
duktow alkaicznego rozktadu inwertu z wywaru, ktore stanowity ponad 81% wszystkich
oznaczanych barwnikow w wywarze, w pordwnaniu z danymi uzyskanymi w ekspery-
mentach, gdy stosowano jako nosnik glinkg haloizytowa. Poniewaz glinka haloizytowa
zawiera w swej strukturze chemicznej wiele reaktywnych pierwiastkow, tj. glin, krzem,
zelazo czy miedz, ktdre reagujac ze sktadnikami wywaru melasowego, prawdopodobnie
dodatkowo powodowaty powstawanie zwiazkoéw stanowiacych inhibitory niekompeten-
cyjne aktywnej sorpcji. Skutkowato to mniej efektywna dekoloryzacja wywaru z wyko-
rzystaniem glinki haloizytowej w porownaniu z pylistym weglem aktywnym jako no$ni-
kiem. Przyczyna lezy w biochemicznych zaleznosciach i wysokiej reaktywnosci grup
funkcyjnych barwnikéw wywarowych.

PODSUMOWANIE

Najefektywniejsze odbarwienie wywaru melasy buraczanej odnotowano w 25% jego
roztworze. Niezaleznie od warto$ci pH najwyzszy stopien dekoloryzacji wywaru mela-
sowego odnotowano dla sorpcji na PWA. Po 24 h reakcji z nosnikiem stwierdzono prefe-
rencje ztoza glinki haloizytowej do pH filtrowanych roztworéw w zakresie pH 3—4 oraz
10-11. Wysoki stopien dekoloryzacji wywaru uzyskano w catym badanym zakresie pH
w przypadku zastosowania wegla aktywnego. Wzglednie skuteczna dekoloryzacja zacho-
dzita dla haloizytu w przypadku nizszych dawek no$nika, dla wegla aktywnego wyzsza
dawka zapewniata wyzsza efektywnos¢ dekoloryzacji wywaru. W najwigkszym stopniu
zaro6wno podczas sorpcji na no$niku GH, jak i PWA usuwane byty produkty alkalicznego
rozktadu inwertu. Produkty karmelizacji sacharozy jak i barwniki melanoidynowe byty
usuwane stabo lub wcale bez wzgledu na rodzaj stosowanego no$nika. Skuteczniejszym
adsorbentem wydaje si¢ by¢ pylisty wegiel aktywny, a jego zastosowanie w dekoloryzacji
moze stanowi¢ efektywne narzgdzie w oczyszczaniu wywaru z melasy buraczane;j.
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HALOIZITE CLAY AND ACTIVATED CARBON -
A SORBENTS FOR EFFICIENT DECOLORIZATION
OF SUGAR BEET MOLASSES VINASSE

Abstract. Sugar beet molasses vinasse is a by-product of ethanol fermentation from sugar
beet molasses. Its dark brown colour, which is attributable to the presence of caramels,
melanoidins and invert alkaline degradation products, cannot be removed by biological
methods. The aim of this work was to determine the efficiency of two adsorbents haloizite
clay and powder activated carbon, when used for the decolourisation of sugar beet molasses
vinasse. Optimal conditions and extent of decolourisation were related to the concentration
and pH of the vinasse, the time of reaction with the resin, and also to the dose and type of
the resin used.

Key words: sugar beet molasses vinasse, decolorization, powder activated carbon,
haloizite clay
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OKRESLENIE DYNAMIKI FORMOWANIA BIOFILMU
PRZEZ MIKROORGANIZMY ZL.OZA METANOGENNEGO
TECHNIKA MIKROSKOPII FLUORESCENCYJNEJ

I CIEMNEGO POLA Z WYKORZYSTANIEM
KOMPUTEROWEJ ANALIZY OBRAZU"

Dariusz Chudy', Stawomir Jabtonski', Marcin Lukaszewicz'

''Uniwersytet Wroctawski
2 Politechnika Wroclawska

Streszczenie. Wigkszo$¢ znanych populacji mikroorganizméw wyksztalcita uzdolnienia
adhezyjne prowadzace do wytwarzania biofilmu, bedacego swoiscie niepowtarzalnym
mikroekosystemem. Badania koncentrowaty si¢ na dynamice adhezji i tworzeniu biofilmu
w warunkach beztlenowych przez ztoze metanogenne. Opracowano metodg umozliwiajaca
szacowanie liczby metanogennych archebakterii na podstawie technik mikroskopowych.
Identyfikacjg metanogenow oparto na autofluorescencji koenzymow F,, i F,. . W przepro-
wadzonych eksperymentach powstawanie biofilmu badano na ptytkach polistyrenowych,
zanurzonych w beztlenowym reaktorze wypetionym ztozem fluidalnym. Badana ptytka
byla czg$ciowo zanurzona w ztozu granulowanym, a czesciowo w supernatancie nad zlto-
zem. Poczatkowo liczba komoérek metanogennego biofilmu wynosita 4,4 x 10* cm? po
6 godz. kolonizacji, a nastepnie wzrosta do 1 x 107 cm™ w 27 dobie kolonizacji. Biofilm
zawierajacy wigcej bakterii metanogennych szybciej powstawat w czgsci ptytki zanurzonej
W supernatancie niz w tej czesci, ktéra byta zanurzona w ztozu granulowanym. Przetomo-
wym momentem w tworzeniu biofilmu byta 21. doba, po ktorej agregaty (mikrokolonie)
znacznie si¢ powigkszaty oraz zaczynata rosnac ilo$¢ archebakterii metanogennych.

Stowa kluczowe: metanogenne ztoze, biofilm, warunki beztlenowe, mikroskopia fluore-

scencyjna, F ., F . . polistyren

WSTEP

Uzdolnienia adhezyjne mikroorganizméw wplywaja m.in. na ochrong przed niekorzyst-
nymi czynnikami zewngtrznymi. Umiejscowione na wilgotnych powierzchniach statych
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drobnoustroje tworzace trwate, cienkie warstwy definiuje si¢ jako biofilm [Bower i in.
1996]. Ztozone wiclokomdrkowe heterogenne struktury otacza macierz (matrix), zbu-
dowana z zewnatrzkomérkowych substancji polimerowych (EPS, ang. extracellular po-
lymeric substance). Dominujacymi elementami EPS sa: weglowodany, biatka, lipidy,
kwasy nukleinowe i rdézne nieokreslone heteropolimery, wptywajace na wytrzymalosc,
elastycznos¢ oraz zdolnos¢ biofilméw do adsorpcji [Orgaz i in. 2006].

Przyleganie znajdujacych si¢ w zawiesinie komorek planktonicznych do powierzchni
jest warunkowane obecnos$cia biatek adhezyjnych (z ang. cell adhesion molecule (CAM))
oraz innych struktur biatkowych, takich jak wici lub fimbrie. Osiadle komorki rozrastaja
sig¢, tworzac mikrokolonie, a ich metabolizm ulega zmianie, w wyniku czego wytwarzane
sa proteoglikany spajajace i ochraniajace kolonie [Drenkard 2003]. Pomigdzy zespolony-
mi w macierzy mikrokoloniami, poprzez sie¢ kanalikéw, zachodzi transport sktadnikow
pokarmowych i produktéw przemiany materii, a takze transmisja czasteczek sygnato-
wych, zwiazana z wydzielaniem autoinduktorow AIPs (ang. autoinducing polypeptides).
Transfer ten umozliwia komunikowanie si¢ komorek (tzw. quorum sensing), zmiany
morfologiczne komorek i organizacj¢ struktury biofilmu [Hogan i in. 2004, Krasowska
iin. 2009, Murzyn i in. 2010].

Pewne grupy mikroorganizmow rezydujacych w formie biofilmu moga by¢ wykorzy-
stywane w biotechnologii. Mozna zastosowac je np. w procesach degradacji zanieczysz-
czen w $ciekach, biofiltracji lotnych zwiazkow organicznych (VOC’s) czy produkcji
r6znego rodzaju zwiazkow chemicznych [Xie i in. 2009].

Od dziesiatek lat w centrum zainteresowania wielu badaczy sa biofilmy powstajace
w warunkach beztlenowych z udzialem metanogennych archebakterii, majacych klu-
czowe znaczenie w technologiach beztlenowego rozktadu $ciekow czy w przetwarzaniu
odpaddéw organicznych. Sa one odpowiedzialne za koncowy etap konwersji materii or-
ganicznej, czyli redukcje jedno- i dwuweglowych zwiazkow do metanu. Przedstawicieli
Euryarchaeota cechuje naturalna zdolno$¢ do wytwarzania macierzy i rezydowania
w biofilmie, wystgpujacym na powierzchniach statych lub w zawiesinie w postaci gra-
nulek albo ktaczkow (z ang. flocs) [Harvey i in. 1984]. Sktad mikroflory i jej organiza-
cja wewnatrz granulek odgrywaja istotna rol¢ w konwersji substratu. Agregaty powstaja
wskutek adhezji metanogendw z bakteriami acetogennymi, produkujacymi H, lub redu-
kujacymi siarczany. Centrum agregacji moga stanowi¢ same metanogeny albo no$niki
abiotyczne. Takimi no$nikami moga by¢ faza stacjonarna (ztoze nieruchome) badz tez
faza mobilna (ztoze fluidalne, zawiesinowe) [Silva i in. 2006].

Wiele beztlenowych technologii oczyszczania §ciekow wykorzystuje w praktyce roz-
norodne reaktory wypetnione biofilmem. Czynnikiem decydujacym o wysokiej efektyw-
nosci usuwania zanieczyszczen i produkcji metanu jest odpowiedni rozwdj i utrzymanie
biofilmu na powierzchni no$nika wypelniajacego bioreaktor [Kuroda i in. 1988].

Biosynteza metanu u metanogennych archebakterii przebiega z udziatlem unikatowych
dla tej grupy mikroorganizmow, enzymow i grup prostetycznych. Przekazywanie elek-
tronéw z H,, redukujacych zwiazki jednoweglowe do metanu odbywa si¢ za posrednic-
twem koenzymu F,, Forma utleniona tego koenzymu posiada maksimum absorpcji przy
dhugosci 420 nm i cechuje si¢ niebiesko-zielong fluorescencjg [Cheeseman i in. 1972].
Koncowy etap powstawania metanu jest katalizowany przez metylo-reduktaze koenzymu
M (MCR). Jej integralng czgscia jest koenzym F ) ktory ma miejsce aktywne w postaci
niklowej tetrahydrokorpiny [Dey i in. 2006].
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Celem pracy byto badanie powstawania biofilmu zawierajacego mikroorganizmy me-
tanogenne z wykorzystaniem technik mikroskopii fluorescencyjnej i kontrastowo-fazo-
wej oraz opracowanie zautomatyzowanej metody pozwalajacej na zliczanie wszystkich
komérek w ciemnym polu oraz metanogenéw w mikroskopii fluorescencyjnej [Dodde-
ma,Vogels 1978, Nettmann i in. 2010].

MATERIALY I METODY

Metanogenne zloze fluidalne

Doswiadczenia adhezyjne prowadzono na metanogennym ztozu fluidalnym, w ktérym
mikroorganizmy tworza autoagregaty w formie granulek o Srednicy ok. 0,5-3 mm.
Agregaty w o$rodku dyspergujacym (supernatant, ptyn hodowlany) tworza koloid dwu-
fazowy.

Izolacja oraz warunki amplifikacji fragmentow genu kodujacego 16s rRNA metoda PCR

DNA izolowano za pomoca zestawu Ultra Clean™, Microbal DNA Isolation Kit firmy
Mo Bio Laboratories, Inc. Region w obrgbie 16s rRNA powielano za pomoca polimeraz
Taq i pary primerdéw Bact27F (5> AGRGTTYGATYMTGGCTCAG 3°) oraz Bact1492R
(5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3°). Reakcje PCR (30 cykli) prowadzono w urza-
dzeniu MJ Reaserch PLC-200 w nastgpujacych warunkach: denaturacja (1 min 94°C),
hybrydyzacja (1 min 58,7°C dla Bact), elongacja (2 min 72°C ). Produkt reakcji PCR
poddano sekwencjonowaniu, nastgpnie chromatogramy uzyskane z sekwencjonowania
fragmentow DNA zostaty poddane analizie i1 ztoZzone programem DNA Baser v2 firmy
HeracleSoftware. Tak uzyskane sekwencje porownano z sekwencjami nukleotydowymi
zgromadzonymi w bazie NCBI za pomocg programu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi).

Badanie powstawania biofilmu na plytkach polistyrenowych zanurzonych w metanogennym
zlozu fluidalnym

Plytki polistyrenowe (PS), (SARSTEDT) o wym.: 76 x 26 x 1 mm inkubowano w beztle-
nowym reaktorze o objgtosci 3 1, wypelnionym granulowanym zlozem fluidalnym. Ptytki
PS zostaly zakotwiczone w statywie ze spienionego polistyrenu i umieszczone w bioreak-
torze. Objgtos¢ ztoza w bioreaktorze (V) dobrano tak, aby dolna czes¢ ptytki znajdowata
si¢ w fazie ztoza (F), natomiast gorna w fazie supernatantu (G) (rys. 1).

Bioreaktor umieszczono w cieplarce w temp. 36°C i dokarmiano pozywka co 24 h,
utrzymujac odczyn pH w zakresie 6,5 —7,5. Pozywkeg (V) stanowit roztwor: glukoza 10 g,
mocznik 0,2 g, fosforan disodowy (Na,HPO, x 12H,0) 0,381 g, kwasny weglan sodu 2 g,
na 1 1 wody destylowanej. Stosunek masowy pozywki wynosit C : N : P=600:15:5
[Weiland 2001].

Hydrauliczny czas aktywnos$ci (HRT) wynosit 7,5 doby.

HRTzV—R

"

gdzie objetos¢ ztoza (V) wynosita 1 500 ml, objetos¢ pozywki dodawanej co 24 h (V) —
200 ml, objetos¢ fazy ztoza (V,) — 500 ml; stosunek V /V, —3:1.
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Rys. 1. Schemat reaktora uzytego do inkubacji: pokrywa (A), uszczelnienie pokrywy (B), tratwa
ze spienionego polistyrenu (C), ptytki PS (D), koloid dwufazowy (E), faza ztoza granulo-
wanego (F), faza supernatantu (G)

Fig. 1. Scheme of the incubation reactor: cover (A), seal of the lid (B), foamed polystyrene (C),
PS plates (D), two-phase colloid (E), granulated sludge (F), supernatant phase (G)

Obserwacje adhezujacych mikroorganizméw i powstajacego biofilmu wykonywano
od 6 godziny do 40 doby eksperymentu (rys. 2).

Mikroskopia fluorescencyjna i ciemnego pola

Do obserwacji preparatow przyzyciowych wykonywanych na plytkach PS po inkubacji
uzywano mikroskopu fluorescencyjnego ,,Axio Imager A2”, (CARL ZEISS). Mikroskop
wyposazony byt w krotkolukowa lampg rtgciowa HBO 100 (OSRAM) o mocy 100 W
i maksymalnym strumieniu $wietlnym 2200 Im, z automatycznie centrujacym si¢ palni-
kiem.

Gltowne parametry techniczne w konfiguracji do obserwacji we fluorescencji i ciem-

nym polu:

a) Filtr HE (High Efficiency) o waskim zakresie wzbudzenia, 395-440 nm oraz sze-
rokim zakresie emisji, 470-800 nm.

b) Immersyjny obiektyw klasy IC*S (Infinity Color & Contrast Corrected),
N-Achroplan 100x/1,25 z przestong irysowa do obserwacji w ciemnym polu i fluo-
rescencji.

c) Achromatyczny, aplanatyczny kondensor z immersyjna soczewka czotowa,
Nr 424208 (CARL ZEISS).

d) Aparat fotograficzny Canon PowerShot G10, z matryca CCD 1.7” z 14,7 milio-
nami efektywnych piskeli o maksymalnej rozdzielczosci 4416x3312, sterowany
zdalnie oprogramowaniem AxioVision Relase 4.8.2.0.
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Sporzadzanie preparatéw mikroskopowych

Preparaty przyzyciowe sporzadzano na ptytkach PS po zadanych czasach inkubacji. Kaz-
da z ptytek po wyjeciu z pojemnika przenoszono do zlewki (150 ml) z woda destylowana,
niedopuszczajac do ich wyschnigcia. Nastgpnie z jednej ze stron ptytki lub krazka usu-
wano biofilm bibutg nasaczong 96% etanolem. Drugg strong sptukiwano intensywnym,
jednostajnym strumieniem wody destylowanej, kierowanym z tryskawki z odlegtosci ok.
8 cm. Strumien przesuwano ,,zygzakiem” pomigdzy krawgdziami, poczawszy od gor-
nej czesci ptytki (sekcja FS) do dolnej (sekcja FZ). Czynno$¢ powtarzano kilkakrotnie
do odmycia widocznych zanieczyszczen i delikatnie osuszano krawedzie plytki/krazka,
pozostawiajac cienka warstwg wody na powierzchni preparatu. Nastgpnie na kazdym
sporzadzanym preparacie umieszczano po dwa szkietka nakrywkowe. Krawedzie szkie-
tek nakrywkowych pokrywano cienka warstwa lakieru, niedopuszczajac tym samym do
wysychania preparatu. Po wyschnigciu lakieru preparaty poddawano obserwacjom mi-
kroskopowym.

Obserwacje mikroskopowe

Przygotowywane preparaty analizowano mikroskopowo. Przed przystapieniem do ob-
serwacji centrowano kondensor mikroskopu metoda wg Kohlera. Po otrzymaniu obrazu
w pierwszym punkcie odniesienia wykonywano po dwie fotografie (ciemne pole/fluore-
scencja). Nastepnie przesuwano preparat na stoliku mikroskopu o 1,5 mm w osi X, koor-
dynaty stolika, do kolejnego punktu. Dla kazdego z preparatow wyznaczano dwa rzedy
punktow (po 5 przesunigtych w osi X i kolejnych 5 réwnolegtych do osi X, z przesunig-
ciem 1 cm w osi Y). W celu jak najwierniejszego odwzorowania $redniego zageszezenia
biofilmu na catej ptytce kazdy preparat analizowano, stosujac te same przesunigcia.

Cyfrowe przetwarzanie obrazu

Uzyskane obrazy, w zalecanej przez producenta rozdzielczosci 1230x960 (24 bit RGB
color) dla obiektywu N-Achroplan 100x/1,25, przed zachowaniem poddawano przetwo-
rzeniu. W celu wzmocnienia sygnatu w zakresie 0-255 dla obrazu kolorowego wykorzy-
stano narz¢dzia aplikacji AxioVision. Zastosowano funkcje ,,najlepszego dostosowania”
(best fit) dla obrazéw uzyskanych we fluorescencji oraz funkcj¢ zawezajaca (Min/Max)
dla obrazow w ciemnym polu. W przypadku obrazéow w ciemnym polu zwigkszano war-
to$¢ gamma do 2,3-2,7 (w zalezno$ci od jakosci uzyskanego obrazu). Nastgpnie obrazy
zapisywano bez kompresji w formacie *.zvi (Axio Vision Image) .

Szacowanie liczby komérek i stopnia pokrycia powierzchni pltytek

Do szacowania liczby komorek/poligonow uzyto modutu do automatycznych pomiarow
aplikacji AxioVision.

WYNIKI I DYSKUSJA

Do obserwacji tworzenia biofilmu zawierajacego mikroorganizmy metanogenne wyko-
nano bioreaktory wypetnione granulowanym ztozem metanogennym. Populacjg granu-
lek stanowia zespoty mikroorganizméw (grupy odpowiedzialne za poszczegdlne etapy
procesu, tworzace uktady symbiotyczne). Badania przeprowadzone w Zaktadzie Bio-
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transformacji wykazaty na podstawie sekwencji 16S rRNA, Ze poza mikroorganizmami
metanogennymi w sktad mikroflory ztoza wchodzily rowniez: Bacillus sp., Aeromonas
sp., Acinetobacter sp., Delftia sp., Comamonas sp., Chryseobacterium sp., Trichococcus
sp., Nostocoida sp.

Wstgpne testy z ptytkami z réznych materiatow (szkto, polipropylen i polistyren)
pokazaty, ze biofilm najszybciej powstaje na powierzchni polimeréow syntetycznych,
zwlaszcza hydrofobowego polistyrenu.

Obserwacje prowadzono po: 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48 h oraz po 5, 6, 7, 8, 10, 15,
21,24,27,28, 33,40 dobie (fot. 2 i 3). Doswiadczenie wykonano w trzech powtorzeniach
w trzylitrowym bioreaktorze, zasilajac ztoze fluidalne pozywka z glukoza. W opraco-
waniu statystycznym zestawiono m.in. zmiang wielkosci identyfikowanych na obrazach
mikroskopowych obszarow (poligonow) widocznych w ciemnym polu oraz ilo$¢ widocz-
nych we fluorescencji komorek (metanogeny). [lo$¢ poligonow w catym zakresie wielko-
Sci identyfikowanych obiektow malata w czasie. Taki trend jest wynikiem stopniowego
zanikania w czasie inkubacji najbardziej licznej frakcji pojedynczych komoérek wraz ze
wzrostem ilo$ci poligondw ztozonych z wielu komorek. Zaobserwowano rowniez, ze
liczba poligonow w sekcji plytki zanurzonej w fazie supernatantu jest przewaznie wyz-
sza niz w sekcji inkubowanej w fazie ztoza, co sugerowaly obserwacje makroskopowe
(fot. 1).

B

[

I

Fot. 1. Plytka po 60 dobach inkubacji jest wyraznie pokryta biofilmem tylko w strefie inkubowa-
nej w obrebie supernatantu

Phot. 1. Plate after 60 days of incubation is clearly coverage with biofilm, but only within the zone
incubated in supernatant
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Fot. 2. Obraz po 72 godzinie inkubacji
Phot. 2. Image after 72 hour of incubation

Fot. 3. Zespo6t pojedynczych komoérek o intensywnej fluorescencji (33. doba inkubacji)
Phot. 3. The complex of singular cells with intense fluorescence (33 day incubation)
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Fot. 4. Agregaty obserwowalne po 21. dobie inkubacji
Phot. 4. The aggregates observed after 21 day of incubation

Srednia powierzchnia poligondw roénie w czasie (rys. 2). Najbardziej wyrazny wzrost
wielkosci identyfikowanych obiektow ma miejsce w 21. dobie inkubacji w sekcji ptytki
zanurzonej w fazie supernatantu. W sekcji plytki zanurzonej w fazie ztoza przez caly czas
trwania eksperymentu $rednia wielko$¢ poligonéw oscylowata ponizej 10 um?. Do 21.
doby nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic migdzy $rednimi wielko$ciami poli-
gondéw zaobserwowanych w sekeji ptytki zanurzonej w fazie supernatantu a sekcja ptytki
zanurzonej w fazie ztoza. Po 21. dobie inkubacji istotnie wzrosta srednia powierzchnia po-
ligonow oraz ilosci komorek fluoryzujacych (zawierajacych koenzym F,,  F,. ) (rys. 3).

Liczba komoérek metanogennych rosta skokowo i byla $cisle powiazana ze wzrostem
sredniej wielkosci poligondw, a co za tym idzie, zwigkszeniem udziatu frakcji agregatow
w biofilmie. Z ilosci i wielkosci poligonéw wynika, ze przelomowy moment nastgpuje
okoto 21. doby. Po pojawieniu si¢ frakcji agregatow gwaltownie zaczyna rosnaé ilos¢
metanogenow. Pomigdzy czgsciami inkubowanymi w fazie supernatantu i w fazie ztoza
zaobserwowano istotng roéznicg zaréwno jezeli chodzi o $rednia wielko$¢ identyfikowa-
nych poligondw, jak i ilo§¢ metanogenow.

Biofilm szybciej i intensywniej formowatl si¢ na powierzchniach znajdujacych sig
w supernatantcie. Moze to by¢ powodowane transmisja autoinduktorow z granulek zto-
za. Po 27. dobie zaobserwowano na powierzchni ptytki ponad 1 x 10° cm™ poligonow
odpowiadajacych wielkoscia pojedynczym komorkom. Po tym samym czasie we fluore-
scencji, zaobserwowano najintensywniejszy przyrost liczby komoérek metanogennych

Jednak do bardziej precyzyjnego zobrazowania procentowego udzialu populacji
archebakterii nalezatoby postuzy¢ si¢ analiza 16S rRNA, np. metoda wedtug [Habouzit
iin. 2011].
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Srednia powierzchnia poligonéw w [um?]
Average size of polygons

powierzchnia [um?] — area

6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h 72h 96h 5d 6d 7d 8d 10d 15d 21d 24d 27d 28d 33d 40d

czas inkubacji
incubation time

Rys. 2. Srednia wielko$é poligondw obserwowana w fazie supernatantu oraz w fazie ztoza. Stupki
bledu pokazuja + przedziat ufnosci (dla o = 0,05)

Fig. 2. Average size of polygons in the supernatant phase and the phase of the granulated sludge.
Error columns shows =+ confidence interval (for a.= 0.05)

llo$¢ metanogenow w czasie na cm?
Number of methanogens in the time per cm?
1,20E+07

1,00E+07
8,00E+06
6,00E+06

4,00E+06

liczba komérek — number of cells

2,00E+06

0,00E+00

-2,00E+06

czas inkubacji
incubation time

Rys. 3. Wystgpowanie komorek zawierajacych koenzym F420 w biofilmie podczas trwania ekspe-
rymentu. Stupki btedu pokazuja odchylenie standardowe

Fig. 3. Occurrence of the coenzyme F420 containing cells in the biofilm during the experiment.
Error bars show the standard deviation

Najwyrazniej widoczny jest spadek liczebnosci frakcji pojedynczych komorek
niezaleznie od usytuowania na czgsci ptytki. Jednak tyko w fazie supernatantu zauwazalny
jest wzrost frakcji agregatow w czasie hodowli. Ten fakt mozna thumaczy¢ zdolnos$cia po-
rozumiewania si¢ (quorum sensing), umozliwiajaca ,,wyczuwanie” zaggszczenia.
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PODSUMOWANIE

1. W wyniku przeprowadzonych badan opracowane zostato stanowisko do badania
tworzenia biofilmu w warunkach beztlenowych.

2. Opracowano metod¢ umozliwiajaca zautomatyzowane zliczanie wszystkich adhe-
zowanych komorek na ciemnym polu oraz metanogendéw we fluorescencji.

3. Stwierdzono, ze formowanie biofilmu przez ztoze metanogenne w warunkach bez-
tlenowych byto procesem dtugotrwatym, a ilos¢ metanogennych archebakterii zaczynata
rosnaé po 21. dobie.

4. W obrebie ztoza granulowanego zachodzi prawdopodobnie zjawisko quorum sen-
sing. Dojrzaty biofilm nie powstawal na czgsci ptytki inkubowanej bezposrednio w fazie
ztoza.

5. lloé¢ metanogennych archebakterii istotnie si¢ zwigkszata tylko w czgsci ptytki
polistyrenowej zanurzonej w fazie supernatantu.
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DETERMINATION THE DYNAMICS OF BIOFILM FORMATION

BY MICROORGANISMS THE METHANOGENIC CONSORTIUM,

BY THE FLUORESCENCE MICROSCOPY

AND DARK FIELD TECHNIQUE, USING COMPUTER IMAGE ANALYSIS

Abstract. Most of known populations of microorganisms evolved adhesive abilities lead-
ing to a biofilm formation which is a unique microecosystem. This study is focused on dy-
namic of adhesion and biofilm formation in anaerobic conditions by the methanogenic con-
sortium. Within this work the microscopic method enabling estimation of the number of the
mathanogenic Archaea has been developed. Identification of methanogenes was based on
autofluorescence of F,,  and F ;) coenzymes. Initially, the number of cells in methanogenic
biofilm, was 4,4 x 10* cm™(at 6 h colonization), then increased to 1 x 107 cm™? (on day 27 of
colonization). Biofilm formation was faster on the plate section within the supernatant. The
crucial point in biofilm formation was around 21 day, after which aggregates (microcolo-
nies) were significantly increasing and fluorescent methanogens accumulated.

Key words: methanogenic consortium, biofilm, anaerobic conditions, fluorescence micro-
scopy, F,, F,,,, polistyrene
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DROZDZE YARROWIA LIPOLYTICA
W BIODEGRADACJI SUBSTANCJI TLUSZCZOWYCH
ZAOLEJONEJ ZIEMI BIELACEJ

Teresa Krzysko-Lupicka', Matgorzata Robak?

! Uniwersytet Opolski
2 Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W pracy badano uzdolnienia drozdzy Yarrowia lipolytica do biodegrada-
cji substancji thuszczowych w ZZB (Zaolejona Ziemia Bielaca). W badaniach stosowano
inokulum drozdzy o zréznicowanej liczbie jednostek propagacyjnych, w postaci wolnej
biomasy oraz unieruchomionej w formie granulek alginianowych. Aktywno$¢ zréznicowa-
nych form szczepionki oraz kierunki rozktadu substancji thuszczowej w ZZB okres$lono na
podstawie analizy mikrobiologicznej, chemicznej oraz oznaczenia trwatosci granulek po
zakopaniu prob w ziemi na okres zimy. Immobilizowana szczepionka Y. lipolytica stymu-
lowala wzrost bakterii autochtonicznych i grzybow. Najwyzszy ubytek substancji thuszczo-
wej w porownaniu z kontrola obserwowano w obecnosci 50% granulek w ZZB. Natomiast
niezaleznie od typu szczepionki tendencje rozktadu substancji thuszczowych byty zblizone,
ale odmienne od procesow samorzutnych. Efektem przemian stymulowanych zaréwno bio-
masa, jak i drozdzami immobilizowanymi bylo obniZenie zawartosci nasyconych kwasow
thuszczowych o dtugosci tancucha C6 — C8, a wzrost C9, C16-C18. Wynika stad, ze wyko-
rzystujac szczepionki mozna ukierunkowaé proces biokonwersji substancji ttuszczowych
w ZZB do kwasow ttuszczowych o dtuzszym tancuchu. Warto podkresli¢, ze proces biore-
mediacji zachodzit nawet w okresie zimy.

Stowa kluczowe: Zaolejona Ziemia Bielaca, immobilizowana biomasa, Yarrowia lipolytica,
bioremediacja

WSTEP

Zaolejona Ziemia Bielaca (ZZB) powstajaca jako odpad w procesie rafinacji ttuszczow
zawiera do 40% oleju [Kumider 1996, Lara, Park 2003]. W Polsce zawarto$¢ olejow
wynosi od 18-30%, w tym gtownie sa to nienasycone kwasy tluszczowe, makro- i mi-
kroelementy, barwniki roslinne, §luzy, zwiazki siarki i metale. Sa to odpady trudne do
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utylizacji ze wzgledu na zréznicowany sktad oraz nieprzepuszczalno$¢ wody i powietrza,
ale pozostawienie ich na wysypiskach jest niedopuszczalne ze wzglgdéw ekologicznych.
Dotychczas nie udato si¢ opracowac¢ optacalnej metody, umozliwiajacej ponowne wyko-
rzystanie ZZB w procesie rafinacji thuszczu, albowiem po jednorazowym zastosowaniu
jej aktywnos¢ silnie maleje i usunigcie oleju oraz zanieczyszczen wymaga uzycia duzych
ilosci rozpuszczalnikéw. Dotychczasowe badania z zakresu oczyszczania i zagospoda-
rowywania ZZB, odpadu poekstrakcyjnego koncentruja si¢ na opracowaniu szczepio-
nek (biopreparatow) przyspieszajacych rozktad substancji ttuszczowych. Prowadzone sa
réwniez prace nad rozkladem ZZB w procesie kompostowania z dodatkiem osadu czyn-
nego i stomy [Piotrowska-Cyplik 2011].

Mikroorganizmami o szerokiej aktywnos$ci biodegradacyjnej sa drozdze nalezace do
gatunku Yarrowia lipolytica. Wykorzystywane sa one w postaci zawiesimy komorek,
ptynnej biomasy lub unieruchomionej (immobilizowane) w bioremediacji gleby zanie-
czyszczonej weglowodorami [Robak 2006, Robak i in. 2011, Zogata i in. 2005], ukorze-
nianiu i rozwoju ro$lin [Vassilev i in. 2001] oraz w rozktadzie substancji thuszczowych
[Concalves i in. 2009, Krzysko-Lupicka 2009]. Drozdze Y. lipolytica to szczep niepato-
geniczny dla cztowieka [Yoshida, Hashimoto 1986], o duzych uzdolnieniach enzyma-
tycznych, dzigki czemu moze byé wykorzystany do produkcji biopreparatow. Wydaje
sig, ze efektywnos$¢ ich dziatania zalezna jest od formy uzytkowej, dotyczy to zwlaszcza
technologii remediacji opartej na inokulantach [Kowalczyk i in. 2009]. Ponadto procesy
bioremediacji wymagaja dtuzszego okresu dzialania, czgsto zahaczajacego o okres zimy,
w ktorym zahamowany jest rozwoj 1 metabolizm drobnoustrojow, a nawet dochodzi do
trwatej inaktywacji szczepionki. Chociaz znane sa procesy oczyszczania Srodowiska
w niskich temperaturach zachodzace z udziatem drobnoustrojow [Margesin 2000].

CEL PRACY

Celem pracy byto okreslenie kierunku przemian substancji ttuszczowych w Zaolejonej
Ziemi Bielacej (ZZB) w obecnosci wolnej i immobilizowanej biomasy drozdzy Yarrowia
lipolytica o zrdéznicowanej liczbie jednostek propagacyjnych w warunkach naturalnie pa-
nujacych w okresie zimy.

Niniejszej praca jest kontynuacja badan nad aktywnoscia drozdzy Y. lipolytica w bio-
degradacji substancji ttuszczowych. Aktywnosci zastosowanych szczepionek okreslono
na podstawie zmian w zawartosci kwasow tluszczowych w ZZB przed i po procesie.

MATERIALY I METODY

Material badan. Badane proby ZZB ze szczepionkami (w specjalnych pojemniczkach) za-
kopano 31 pazdziernika 2005 r. do 25 marca 2006 r. w ziemi na gtgbokosci okoto 50-60 cm.
Po okresie zimy wykonano analiz¢ mikrobiologiczna i chemiczng badanych probek.

Z7ZB — odpad porafinacyjny z Nadodrzanskich Zaktadéw Ttuszczowych w Brzegu,
pobrany bezposrednio po zakonczeniu procesu rafinacji. Gtownymi sktadnikami ekstrak-
tu thuszczowego z ZZB byly kwasy osiemnastoweglowe (27,14 g-100 g'sm) i kwas cy-
klopentaundekanowy (1,13 g-100 g' s m).
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Do badan wykorzystano szczep drozdzy Y. lipolytica A-101 pochodzacy z kolek-
cji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroclawiu. Zapas kultury przechowywano na skosie YM w 4°C. Hodowlg prowa-
dzono w bioreaktorze AK 210 (VneshTechnika, Moscow) w temp. 28°C, przy stalym
pH 5,5 (dozowanie NaOH) i napowietrzaniul,2 dm*min’', przez 48 godz. [Kowalczyk
iin. 2009].

W badaniach stosowano inokulum drozdzy Y. lipolytica w postaci wolnej biomasy —
o gestosei inoculum 1,20-10' jtk-dm™ oraz unieruchomionej biomasy w alginianie sodu
w formie granulek o gesto$¢ inoculum 1,70-10° jtk-dm™ w ukladach przedstawionych
w tabeli 1.

Tabela 1. Proby doswiadczalne
Table 1. Investigated samples

Préby — Samples Sktad proby — Sample composition
Kontrola — Control 100 ml ZZB/SBE
50 ml ZZB + 50 ml granulek — beads
75 ml ZZB + 25 ml granulek — beads
80 ml ZZB +20 ml granulek — beads
90 ml ZZB + 10 ml granulek — beads
50 ml ZZB + 50 ml ptynnej biomasy — biomass suspension

Granulki — Beads

Plynna biomasa — Biomass suspension 80 ml ZZB + 20 ml ptynnej biomasy — biomass suspension

90 ml ZZB + 10 ml ptynnej biomasy — biomass suspension

METODY BADAN

Badania obejmowaty: oznaczenie mas ekstraktow tluszczowych probek ZZB oraz pH,
analize jakosciowa i iloSciowa ekstraktow thuszczowych z ZZB, oznaczenie trwatoSci
granulek, aktywnosci drozdzy immobilizowanych po procesie oraz analiz¢ mikrobiolo-
giczna.

Oznaczenie zawartoS$ci ekstraktow tluszczowych probek ZZB oraz pH. Do oceny
kwasowosci probek pobierano po 10 g ZZB, zawieszano w 25 cm? 0,2-molowego roztwo-
ru KCl i mierzono pH [Ostrowska i in. 1991]. Efektywno$¢ ubytku tluszczy oznaczono
poprzez pomiar zawartosci ekstraktu thuszczowego w 1 g s.m. ZZB metoda ekstrakcyjno-
-wagowa. Nawazki badanych probek (5 g s.m.) ekstrahowano chloroformem w aparatach
Soxhleta, a nastepnie roztwor zatezano przez odparowanie rozpuszczalnika w wyparce
prozniowej i wazono pozostatos¢. Wyniki podano w g ekstraktu thuszczowego-g' s.m.
badanej probki [Krzysko-Lupicka 2009].

Analiza jako$ciowa i iloSciowa ekstraktow tluszczowych z ZZB. Sktad ilo§ciowo-
-jakosciowy ekstraktow ttuszczowych badano metoda GC/MS z zastosowaniem apara-
tu firmy Hewlett—Packard model 5890/11, w nastepujacych warunkach Kolumna FFAP,
temp. dozownika 40°C, gradient temp. 10°C'min' do 220°C, grzanie izotermiczne
20 min (40/10/220-20), temp. detektora 220°C, gaz no$ny hel — 2 cm*min'. Probki do-
zowano metoda on kolumn. Do identyfikacji produktéw rozktadu tluszczu oraz ozna-
czenia ich ilosciowego udziatu w ekstrakcie uzyto programu HP Analytical NIST MS
Search Programm and Spectra Database. Sktad ilosciowy substancji ttuszczowej podano
wg100 g's. m. ZZB.
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Oznaczenie trwaloSci granulek oraz aktywnoS$ci drozdzy immobilizowanych.
Probki gleby po wykopaniu z terenu poddano analizie makroskopowej, sensorycznej (za-
pach konsystencja) oraz sprawdzono aktywno$¢ drozdzy unieruchomionych w granul-
kach alginianiwych i zbadano ich twardos¢ [Kowalczyk i in. 2009].

Analiza mikrobiologiczna. Liczebnos$¢ drobnoustrojow obecnych w badanych pro-
bach ZZB okreslano metoda hodowli na szalkach Petriego. Ogoélna liczbg bakterii ozna-
czono w podtozu o sktadzie [g-dm™]: agar wzbogacony — 25, glukoza — 10, agar — 10,
natomiast 0golna liczbg drozdzy i plesni oznaczono w podiozu agarowym z oksytetracy-
kling o sktadzie [g:dm?]: YE — 5 glukoza —10, agar — 20, oksytetracyklina — 0,1. Czg$¢
wynikoéw dotyczacych analizy mikrobiologicznej opublikowano w 2009 r. [Kowalczyk
iin. 2009].

WYNIKI

Szczepionki wprowadzone do ZZB réznily sig¢ zar6wno forma, jak i liczebnoscia komo-
rek drozdzy, w zwiazku z tym potraktowano je jako odrgbne biopreparaty, oceniajac ich
wplyw na kierunek przemian substancji ttuszczowej oraz sktad mikrofiory.

Dawka wprowadzanej szczepionki drozdzy miata wplyw na odczyn oraz zawar-
to$¢ ekstraktu tluszczowego i sktad kwasow thuszczowych w badanych probkach ZZB.
W obecnosci szczepionki, w poréwnaniu z kontrola (ktéra stanowita ZZB podlegajaca
samorzutnym przemianom, zachodzacym w tych samych warunkach), obserwowano nie-
znaczny wzrost pH. Jego warto§¢ wahata si¢ od 3.30-3.70 w zalezno$ci od dawki (tab. 2).
Najwyzsze pH (3,7 1 3,5) obserwowano odpowiednio po zastosowaniu 25% dodatku gra-
nulek i 20% dodatku ptynnej biomasy do ZZB.

Tabela 2. Zawartos$¢ ekstraktu thuszczowego oraz pH probek ZZB
Table 2. The content of fatty extracts and pH of SBE samples

Zawartosc¢ ekstraktu thuszczowego

Gslz?la pH, [g:100 g's. m.]
Fatty extract content
Kontrola (ZZB) — 100 ml — Control ( ZZB) — 100 ml 3,15 35,54
50 ml ZZB + 50 ml granulek — beads 3,50 29,11
75 ml + 25 ml granulek — beads 3,70 32,01
80 ml + 20 ml granulek — beads 3,30 32,08
90 ml + 10 ml granulek — beads 3,50 33,56
50 ml + 50 ml ptynnej biomasy — biomass suspension 3,30 33,82
80 ml + 20 ml ptynnej biomasy — biomass suspension 3,40 31,10
90 ml + 10ml ptynnej biomasy — biomass suspension 3,30 30,82

Na podstawie analizy ekstrakcyjno-wagowej stwierdzono zmniejszenie ilosci
thuszczy w badanych probkach zawierajacych szczepionke w porownaniu z kontrolna
proba bez szczepionki (tab. 2). Najwyzszy (18.10%) stopien przereagowania thuszczu
(w stosunku do kontroli) obserwowano w obecnosci 50% granulek w ZZB. Dodatek
10 Iub 20 ml ptynnej biomasy drozdzy obnizal jego zawarto§¢ odpowiednio o 13.30
1 12.50%. Podobne dzialanie wykazywat dodatek nizszych dawek granulek (10,20 125 ml
granulek), powodujac jedynie ~ 10% ubytek tluszczu. Najnizszy, bo tylko 5% ubytek
odnotowano po wprowadzeniu 50 ml ptynnej biomasy (tab. 2).
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A. Drozdze immobilizowane
A. Immobilized yeast
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Rys. 1. Tendencja zmian ilo$ciowych i jakosciowych w sktadzie kwasoéw ttuszczowych w Zaole-
jonej Ziemi Bielacej (ZZB) po zastosowaniu réznych form i ilosci szczepionki Yarrowia
lipolytica. A — drozdze immobilizowane, B — ptynna biomasa

Fig. 1. The quantity and quality content of fatty acids in spent bleaching earth (SBE) after
using different forms and amount of inoculum Yarrowia lipolytica. A — immobilized yeast,
B — biomass suspension

Po zakonczeniu procesu w probkach kontrolnych zidentyfikowano nizsze (C6 — C10)
oraz wyzsze (C16 — C18) kwasy tluszczowe, co $wiadczy o samorzutnych przemianach
wyjsciowej substancji ttuszczowej na drodze biokonwersji, gdyz w wyjsciowym materia-
le jedynymi sktadnikami substancji thuszczowej byly kwasy C18 i kwas cyklopentaunde-
kanowy (C16 — cykliczny). Sktad kwasoéw tluszczowych w ZZB szczepionej preparatami
drozdzy porownywano z kontrola, ktora stanowita ZZB podlegajaca samorzutnym prze-
mianom, zachodzacym w tych samych warunkach. Sktad ten zalezat od typu szczepion-
ki i jej dawki (rys. 1). We wszystkich probach w odniesieniu do kontroli odnotowano
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obnizenie zawartosci kwaséw heksanowego, heptanowego i oktanowego oraz wzrost za-
warto$ci kwasu nonanowego i kwasow osiemnastoweglowych. W obecnos$ci granulek
(25 ml granulek) obserwowano dodatkowo obnizenie ilosci kwasu, heksadekanowego
i oktadekanowego. Natomiast w obecnosci najwyzszej dawki szczepionki (50%) nieza-
leznie od jej formy wzrastata ilos¢ kwasow C16 1 C18.

W tych warunkach powstawaty gtownie kwasy nasycone o dlugosci tancucha C6 —
C18, a zwlaszcza kwasy niskowgglowe C8 — C9; ich stosunek wynosit odpowiednio 1:1,7
dla uktadow ze szczepionka immobilizowana wprowadzang w ilosci 50, 20 1 10% oraz
1:1,9 dla 25% (w kontroli 1:1). Natomiast w przypadku szczepionki wprowadzanej w for-
mie ptynnej biomasy te zaleznos$ci przedstawiaty si¢ nastgpujaco: 1:1,9 dla 10%, 1:1,8 dla
50% oraz 1:1,4 dla 20%.

Forma szczepionki drozdzy Y. lipolytica (ptynna biomasa lub komoérki immobilizowa-
ne — granulki) wptywata w niewielkim stopniu na zmiany sensoryczne badanych probek
Z7B. Zapach, barwa i konsystencja ZZB ze szczepionkami prawie nie roznily si¢ od
zapachu probki kontrolnej, chociaz same granulki wykazywaty wyraznie gnilny zapach
(tab. 3).

Tabela 3. Ocena sensoryczna badanych probek ZZB traktowanych ptynna biomasa lub immobili-
zowanymi drozdzami Yarrowia lipolytica

Table 3. The sensory assessment of tested SBE samples treated by liquid biomass or immobilized
yeast Yarrowia lipolytica

Ocena sensoryczna — Sensoric evaluation

Probka — Sample

Wyglad — Apparence Zapach — odour
ZZ7B (kontrola) — nie zaszczepiona Barwa zétta, konsystencja sypka, Typowy zapach ziemi zaole-
Z7ZB (control) — not inoculated bardzo drobne ziarna — yellow colour  jonej — oil
Granulki (kontrola) — 100% gra- Kontrolne granulki — control bids Nieprzyjemny gnilny zapach
nulek putrid
Bids (control) — 100% beads
50% ZZB + 50% granulek — beads Barwa zo6tta, konsystencja sypka, Typowy zapach ziemi zaole-
bardzo drobne ziarna — yellow colour  jonej — oil
75% ZZB +25% granulek — beads ~ Barwa zotta, konsystencja sypka, Lekki olejowy zapach

bardzo drobne ziarna — yellow colour  light oil

50% ZZB + 50% zawiesina biomasy Barwa zotta, zawiesina — yellow colour Intensywny zapach ziemi
— biomass suspension zaolejonej — intensive oil

Twardo$¢ granulek kontrolnych ($wiezych) i przetrzymywanych w ziemi oraz
w lodéwce oznaczona aparatem INSTRON 5544 wykazata, ze warto$¢ sity (N) uzytej do
zgniecenia granulek byta zroznicowana i zalezata od ,,wieku” granulek oraz sposobu ich
przechowywania (tab. 4). Obecno$¢ ZZB zwigkszata trwalo$¢ granulek przechowywanych
w ziemi. Granulki ,,$wieze” ze wzgledu na duza sprezystos¢ wymagaly uzycia wigkszej
sity do zmiazdzenia niz granulki przechowywane bez ZZB, w przypadku ktérych juz
niewielka sita powodowata catkowite ich zgniecenie.
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Tabela 4. Wartosci sity [N] potrzebnej do zgniecenia granulek z poszczegdlnych prob.
Table 4. The force value [N] needed to granule crushing from tested samples

Proba Stosunek gleby do szczepionki — Rate of soil to inocula Sita* — Force*
Sample [viv] [N]
po przechowywaniu 50% ZZB + 50% granulek — beads 1,7
after the process 75% ZZB + 25% granulek — beads 1,631
0% ZZB + 100% granulek — beads 0,392
kontrol — control granulki $wieze — fresh beads ~5

* Srednia z 10 pomiaréw — means of 10 measures

Mikrobiologiczna analiza ilo§ciowa badanych probek ZZB wykazata, Zze immobilizo-
wana szczepionka Y. lipolytica stymuluje, w porownaniu z kontrola, wzrost liczebnosci
bakterii autochtonicznych — najwyzszy, bo prawie 1000-krotny w obecnosci 50% do-
datku granulek. Natomiast wprowadzenie szczepionki w postaci biomasy powodowato
3-krotne obnizenie liczebnosci bakterii (rys. 2).

lgjitkg/gs.m

B K (100% ZZB) 0 75% ZZB+25% granulek — beads
B 50% ZZB+50% granulek — beads 3 50% ZZB+50% zawiesiny — suspension

Rys. 2. Ogolna liczba bakterii w probkach przechowywanych w ziemi [log jtk-g! proby], w zalez-
nosci od formy wprowadzanej szczepionki
Fig. 2. The total number of bacteria in samples stored in soil [log cfu-g"' sample], in dependence

of the type of added inoculum
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Mniejsze byly wahania liczebnosci autochtonicznych grzybow, ale ich wzrost najsil-
niej stymulowat takze 50% dodatek granulek (rys. 3).

Igjtk / g s.m.

3,51

34

2,51

24

“i:/
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BK (100% ZZB) 075% ZZB+25% granulek — beads
B 50% ZZB+50% granulek — beads E50% ZZB+50% zawiesiny — suspension

Rys. 3. Ogodlna liczba drozdzy i plesni w probkach przechowywanych w ziemi [log jtk-g"' proby]
w zalezno$ci od formy wprowadzanej szczepionki

Fig. 3. The total number of fungi in samples stored in soil [log cfu-g! sample], in dependence
of the type of added inoculum

DYSKUSJA

Niniejsza praca byla proba wykorzystania aktywnosci jednego ze szczepdw drozdzy
Y lipolytica w biodegradacji substancji thuszczowych, wczesniej stosowanego do biode-
gradacji zwiazkow ropopochodnych w glebie metoda in situ [Robak 2006, Robak i in.
2006, Kowalczyk i in. 2009]. Nowoscia byto wykorzystanie preparatéw tych drozdzy
w niskich temperaturach do oczyszczania ZZB, a zwlaszcza szczegétowa analiza iloscio-
wa i jakos$ciowa pozostatosci oleju i kwasow thuszczowych. W odniesieniu do tego gatun-
ku drozdzy, w literaturze, doniesiono tylko o pozostatosci TPH i WWA po bioremediacji
gruntu zanieczyszczonego olejem kreozotowym [Robak i in. 2011].

Wprowadzenie plynnej i unieruchomionej biomasy drozdzy do ZZB nieznacznie
zmienilo jej cechy sensoryczne, ale stymulowato rozw¢j mikroorganizmoéow (w porow-
naniu z kontrola). Podobne zjawisko stymulacji rozwoju drobnoustrojéw w badaniach
terenowych zaobserwowali Zogata i in. [2005], a w stymulacji rozwoju ro$lin Vassilev
iin. [2001].

W pracy podjgto rowniez probe sprawdzenia wytrzymatosci granulek, powstatych
w procesie immobilizacji drozdzy Y. lipolytica w zaleznosci od czynnikow zewngtrznych.
Granulki z wigkszoS$ci prob, poza kontrola, byty stosunkowo wytrzymate na zgniecenie,
co moze sugerowa¢ wykorzystanie ich w ochronie srodowiska. Granulki powodowaty
takze zakwaszenie podtoza hodowlanego, co byto wskaznikiem ich zywotno$ci. Efektem
przemian stymulowanych zarowno biomasa, jak i drozdzami immobilizowanymi byto
obnizenie zawartosci nasyconych kwasow ttuszczowych o dtugosci tancucha C6 — C8,
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a wzrost C9, C16—C18. Niezaleznie od typu szczepionki tendencje rozktadu substancji
thuszczowej sq zblizone, ale odmienne od procesow samorzutnych. Wynika stad, ze wy-
korzystujac szczepionki, mozna ukierunkowac proces biokonwersji substancji ttuszczo-
wej. Csutak i in. [2010] opisali znaczenie kilku gatunkéw drozdzy, w tym Y. lipolytica
w bioremediacji, prezentujac szlaki metabolizmu alkanéw i kwasoéw tluszczowych oraz
poznane geny kodujace niektore z niezbgdnych enzymow. Natomiast Krzysko-Lupicka
[2009] obserwowata wzrost masy substancji ttuszczowych podczas prowadzenia ba-
dan z udziatem tego gatunku w temperaturze 22°C. Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze drozdze
Y. lipolytica sa organizmami takze zdolnymi do biosyntezy i akumulacji thuszczy [Beopo-
ulos i in. 2008]. Inni badacze na podstawie tego gatunku opracowali biosensor do analizy
sredniotancuchowych kwasow ttuszczowych [Alkasrawi i in. 1999].

Wykazane w pracy przemiany tluszczy i czg$ciowy ich ubytek wyraznie wskazuje na
wzrost 1 aktywno$¢ metaboliczna badanych drozdzy nawet w okresie zimy. Reasumujac,
mozna stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki zdecydowanie zachgcaja do dalszej kontynuacji
badan nad zjawiskiem biodegradacji ttuszczow przy uzyciu tych niekonwencjonalnych
drozdzy.
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ABILITY OF FREE AND IMMOBILIZED YARROWIA LIPOLYTICA
YEAST BIOMASS TO FATTY COMPOUNDS
IN SPENT BLEACHING EARTH

Abstract. The abilities of Yarrowia lipolytica yeast to biodegradation of fatty substances in
spent bleaching earth (SBE) were investigated. Yeasts inocula (of different number of prop-
agation units) were added to SBE as free or aliginate immobilized (beads) biomass. The
studied samples with SBE and yeasts were buried in soil and after winter the microbiologi-
cal and chemical analyses were done as well as beads resistance and yeasts viability. The
immobilized Y. lipolytica inoculum stimulated autochtonic microflora growth. The most
important decrease of fatty substances in SBE was observed in presence of 50% of beads.
Whereas, non depended on form and dose of yeasts was the composition of fatty acids in
SBE samples, which was similar for different inocula but different from autonomous one.
The effect of metabolic changes engendered by biomass suspension and immobilized cells
was the decrease of contents of fatty acids of C6 — C8 and increase of C9, C16-C18. So,
the inoculation of SBE with yeast could causes a specific bioconversion of fatty substances
to long chain fatty acids. Noteworthy is the fact that bioremediaction was going on
during winter period.

Key words: spent bleaching earth, immobilized biomass, Yarrowia lipolytica, bioreme-

diation
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