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Szanowni Państwo, 

Przekazujemy Państwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTIARUM POLONORUM 
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie 
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia 
ukazuje się nakładem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego  
we Wrocławiu od 2002 roku. 

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii 
drobnoustrojów, roślin i zwierząt, z naciskiem na aspekty praktyczne. 
Publikowane są oryginalne prace badawcze, a także artykuły o charakterze 
monograficznym, w języku polskim lub angielskim ze streszczeniami  
w obu językach. Wszystkie opisy rysunków i tabel są dwujęzyczne.  
Prace są recenzowane przez najlepszych specjalistów z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne 
oraz szczegóły dotyczące przygotowania artykułu można znaleźć na stronie 
www.acta.media.pl

Zespół Redakcyjny



Dear Readers,

It 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 Wrocław 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 węgiel aktywny 
jako potencjalne sorbenty  
w procesie skutecznego odbarwiania 
buraczanego wywaru melasowego1

Małgorzata Krzywonos, Katarzyna Szymańska
Uniwersytet Ekonomiczny we Wrocławiu

Streszczenie. Buraczany wywar melasowy jest produktem ubocznym powstającym pod-
czas wytwarzania etanolu z melasy buraczanej. Jego ciemnobrązowa barwa jest efektem 
obecności karmeli, melanoidyn oraz produktów alkalicznej degradacji inwertu. Ciemno-
brązowe zabarwienie wywaru nie jest usuwane metodami biologicznymi. Celem prezento-
wanych badań było porównanie zdolności i wydajności dekoloryzacji buraczanego wywaru 
melasowego na złożu glinki haloizytowej z wynikami uzyskanymi na złożach pylistego 
węgla aktywnego. Zbadano wpływ pH i stężenia wywaru, czasu reakcji z nośnikiem oraz 
ilości badanego złoża sorpcyjnego na skuteczność odbarwiania wywaru melasowego. 

Słowa kluczowe: melasowy wywar buraczany, dekoloryzacja, węgiel aktywny, glinka  
haloizytowa

Wstęp

Efektem ubocznym przetwórstwa buraków cukrowych są odpady w postaci liści bura-
czanych, wysłodków, szlamu defekosaturacyjnego i melasy [Zielnica i in. 2000]. Po-
wstałą melasę wykorzystuje się efektywnie w przemyśle fermentacyjnym. Produkcji 
1 dm3 etanolu z fermentacji poprodukcyjnej melasy towarzyszy powstawanie od 8 do 
15 dm3 wywaru [Mane i in. 2006]. Zagospodarowanie wywarów gorzelniczych stanowi 
ogromne wyzwanie zarówno z punktu widzenia ekonomicznego, jak i środowiskowego. 
Melasowy wywar gorzelniczy (buraczany i trzcinowy) charakteryzują kwaśny odczyn, 
silny, charakterystyczny zapach oraz ciemnobrunatne zabarwienie [Coca i in. 2004, Sa-
tyawali i Balakrishnan 2008]. Głębokie zabarwienie wywaru melasowego spowodowa-
ne jest obecnością brunatnych pigmentów – produktów alkalicznego rozkładu inwertu,  

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu

Adres do korespondencji – Corresponding author: Małgorzata Krzywonos, Uniwersytet Ekono-
miczny we Wrocławiu, Katedra Inżynierii Bioprocesowej, ul. Komandorska 118/120, 53 345 Wro-
cław, e-mail: malgorzata.krzywonos@ue.wroc.pl



6	 M. Krzywonos, K. Szymańska

Acta Sci. Pol.

barwników melanoidynowych oraz produktów karmelizacji sacharozy [Mane i in. 2006]. 
Wymienione substancje barwne są związkami opornymi na usuwanie tradycyjnymi me-
todami. Konwencjonalne metody stosowane takie jak fermentacja beztlenowa czy wy-
korzystanie osadu czynnego nie są wystarczające dla odbarwienia wywaru [Satyawali 
i Balakrishnan 2008]. Akumulacja opisanych ciał barwnych jest wysoce niewskazana ze 
względu na ich toksyczne właściwości. Jako produkty m.in. spontanicznie zachodzącej 
reakcji Maillarda mają silnie reaktywne grupy karboksymetylowe, będące potencjalnymi 
cytotoksykantami – inhibitorami wzrostu i żywotności mikroorganizmów zaangażowa-
nych w biodegradację [Shayegan i in. 2005, Tessier 2009]. Obok biologicznego usuwania 
barwników wywarów melasowych wykorzystuje się też metody fizykochemiczne. Jed-
ną z nich jest zastosowanie węgla aktywnego, który swoje specyficzne właściwości ab-
sorpcyjne i adsorpcyjne zawdzięcza rozbudowanej strukturze mikrospor i mezopor oraz 
wysokiemu stopniowi reaktywności powierzchniowej, za którą odpowiada jego polarna 
i hydrofobowa natura [Satyawali i Balakrishnan 2008]. Ze względu na koszty proce-
su oczyszczania z wykorzystaniem węgli aktywnych, poszukuje się innych materiałów, 
które ze względu na swoją budowę i właściwości fizykochemiczne mogłyby prowadzić 
równie skuteczną jak węgiel aktywny sorpcję substancji barwnych. Interesującym za-
gadnieniem wydaje się być próba wykorzystania haloizytu, naturalnie wydobywanego 
minerału pokładowego, w roli aktywnego sorbenta [Lee i in. 2004]. W strukturze ha-
loizytu znajdują się nanorurki o średnicy kilkudziesięciu nanometrów, generujące dość 
dużą porowatość i wysoką sorpcyjność. Ogromne znaczenie w potencjalnym zastosowa-
niu glinki haloizytowej do oczyszczania ścieków ma jej zdolność do trwałego wiązania 
metali ciężkich (m.in. chromu, niklu, kadmu, rtęci), wpływających inhibująco na wzrost 
mikroorganizmów wykorzystywanych do biodegradacji. Dodatkowo, w przeciwieństwie 
do złóż sorpcyjnych zbudowanych z węgla aktywnego, biofiltry składające się z haloizy-
tu charakteryzują się małą wrażliwością na wilgotność, zachowując wysoką sprawność 
przez długi czas użytkowania [Joussein i in. 2005]. Dotychczas prowadzone badania nad 
dekoloryzacją dotyczyły głównie trzcinowego wywaru melasowego [Pant i Adholeya, 
2007]. Nie znaleziono informacji na temat dekoloryzacji buraczanego wywaru melaso-
wego z wykorzystaniem glinki haloizytowej.

Celem prezentowanych badań było porównanie zdolności i wydajności dekoloryzacji 
buraczanego wywaru melasowego na złożu glinki haloizytowej z wynikami uzyskanymi 
na złożach pylistego węgla aktywnego. Zbadano wpływ pH i stężenia wywaru, czasu 
reakcji z nośnikiem oraz ilości badanego złoża sorpcyjnego na skuteczność odbarwiania 
wywaru melasowego.

Materiały i metody

Buraczany wywar melasowy

Buraczany wywar melasowy poddawany odbarwianiu pochodził z gorzelni należącej 
do Zakładów Wytwórczych CHEKO sp. z o.o. we Włocławku i przed użyciem został 
zamrożony w temp. -20°C. Jego pH wynosiło 5, gęstość 22°Blg. Wywar został scharak-
teryzowany poprzez następujące wielkości (g·dm-3): 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 izomasłowy 5,95; kwas winowy 0,8; produkty alkalicznego 
rozkładu inwertu (PARI) 20,07; karmele 1,75; i melanoidyny 2,91. 

Przed oznaczeniami próbki wywaru zostały odwirowane z wykorzystaniem wirówki 
laboratoryjnej (Sigma® 4K15) przy prędkości 8000 g przez 15 minut. Supernatant za-
mrożono i w takim stanie przechowywano w celu użycia go do dalszych analiz. 

Nośniki

Glinkę haloizytu (GH) pozyskano ze złóż naturalnych w Szklarach k. Ząbkowic Śląskich. 
Pylisty węgiel aktywny (PWA) – NORIT SX2 cz.d.a. został zakupiony w POCH, Gliwice.

Sposób prowadzenia dekoloryzacji

Dekoloryzację prowadzono na wytrząsarce laboratoryjnej (IKA Stone Shaker) w kol-
bach wstrząsanych (100 obrotów·min-1) o pojemności 250 cm3 wypełnionych 100 cm3 

dekoloryzowanego wywaru. Po upływie 0,5; 1; 1,5; 2 oraz po 24 h zmierzono ekstynk-
cję (spektrofotometr Ultraspec III, Pharmacia LKB) dla długości fali 250, 282, 300,  
475 nm. W próbie początkowej i końcowej określano zmiany zawartości barwników wy-
waru metodą HPLC.

Badania przeprowadzono na trzech etapach. Po pierwsze określono optymalne roz-
cieńczenie wywaru melasowego (100, 75, 50, 25, 15 i 5%) w stosunku do dawki 5 g każ-
dego z wymieniaczy jonowych. Drugi etap miał na celu zbadanie wpływu dawki nośnika 
(0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 i 5 g) na efektywność procesu odbarwiania. Stężenie 
wywaru, jakie zastosowano na tym etapie, to optymalne wybrane na pierwszym etapie 
równe 25%. Następnie zbadano wpływ pH (dla wartości 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 i 11) na 
stopień odbarwienia wywaru. Wartość pH regulowano 0,1 M HCl i 33% NaOH. Zastoso-
wano wywar o stężeniu 25% i po 5 g każdego z nośników. 

Każdy z eksperymentów wykonywano w 3 powtórzeniach. Prezentowane dane są 
średnią uzyskaną z dokonanych pomiarów.

Metody analityczne

Oznaczenia glukozy, glicerolu oraz kwasów organicznych (mlekowego, octowego, pi-
roglutaminowego, winowego i izomasłowego) wykonano metodą HPLC. Wykorzystano 
aparat firmy Knauer z detektorem UV-VIS i refraktometrycznym, wyposażony w ko-
lumnę Phenomenex ROA Organic Acids o wymiarach: 7,8 mm (średnica wewnętrzna) 
x 300 mm (długość). Jako eluent zastosowano 0,005 M H2SO4, którego prędkość prze-
pływu wynosiła 0,5 cm3·min-1. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 40°C i przy 
długości fali 210 nm. Sumaryczną zawartość barwników w wywarze oznaczano metodą 
spektrofotometryczną przy długości fali 475 nm [Bharagava i in. 2009]. Skuteczność 
dekoloryzacji wyrażano w następujący sposób: różnica między początkową i końcową 
absorbancją, podzielona przez absorbancję początkową. Stężenie melanoidynów (M), 
karmeli (K) i produktów otrzymywanych podczas alkalicznego rozkładu inwertu (I) ob-
liczono, wykorzystując pomiar absorbancji przy długości fal 250 nm, 282 nm, 300 nm) 
[Sapronov 1963]. Do określenia zawartości substancji barwnych w próbach końcowych 
dla procesów, w których uzyskano najwyższy stopień odbarwienia oraz dla odpowied-
nich prób kontrolnych, wykorzystano także metodę HPLC (zestaw Knauer z detekto-
rem UV-VIS; typ kolumny: Agela Unisol 18, 5µm; rozmiar kolumny: długość 250 mm,  
średnica wewnętrzna: 4.6 mm; eluent: acetonitryl/H2O 90%:10%; prędkość przepływu: 
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0,5 cm3·min-1; temperatura: 27°C). Oznaczeń dokonano przy długości fali 290 nm [Bha-
ragava i in. 2009]. Zmiany w zawartości substancji barwnych oceniano przez stopień 
redukcji pola powierzchni, ograniczonego krzywą chromatogramu, obliczonego dla 
czasu retencji RT od 3,3 do 11,2 min oraz stopień redukcji wysokości piku o średnim  
RT = 5,3 min.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na pierwszym etapie zbadano wpływ stężenia wywaru na stopień dekoloryzacji wywaru. 
Zauważono, że gdy stosowano jako nośnik glinkę haloizytową, po 0,5 h tylko dla stężenia 
5, 25 i 50% wywaru, zachodziło jego odbarwienie (rys. 1 a). Przy wyższych stężeniach 
nie zauważono dekoloryzacji wywaru (rys. 1 a i b). Gdy użyto pylistego węgla aktyw-
nego, nawet w przypadku wywaru nierozcieńczonego poddawanego badaniom, po 0,5 h  
osiągnięto wysoki stopień dekoloryzacji (do 60%). Dla tego nośnika najwyższy stopień 
dekoloryzacji (powyżej 95%) uzyskano po 0,5 h od rozpoczęcia filtracji dla wywaru 
o stężeniu 5 i 25% (rys. 1a). 
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Rys. 1. Wpływ stężenia wywaru na stopień 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

Najwyższy stopień odbarwienia dla glinki (99,3%) odnotowano dla 25% wywaru po  
1 h od rozpoczęcia filtracji (dane nieprezentowane). Po 24 h zanotowano spadek stopnia 
dekoloryzacji wywaru dla obu stosowanych nośników (rys. 1 a i b). 

Uzyskane wyniki potwierdziły zdolność do odbarwiania rozcieńczonego wywa-
ru melasowego 5 i 25%. Zaobserwowano zarówno zmniejszenie pola powierzchni, jak 
i wysokości piku po 24 h reakcji z nośnikami (tab. 1). Zmniejszenie pola powierzchni 
oraz wysokości piku zanotowano także dla wywaru o stężeniu 50% na obu stosowanych 
złożach. Jednak wartości te są dużo niższe niż dla wywaru o niższych stężeniach i nie 
znalazły potwierdzenia w uzyskanym stopniu dekoloryzacji (rys. 1). Dla wywaru nieroz-
cieńczonego oraz o stężeniu 75% pole powierzchni i wysokość piku pozostały bez zmian. 
Zmniejszenie pola powierzchni i wysokości w chromatogramach dekoloryzowanych pró-
bek wywaru melasowego zaobserwowali także Bharagava i in. [2009] przy dekoloryzacji 
melasowego wywaru trzcinowego oraz Krzywonos [2012] podczas biologicznej deko-
loryzacji wywaru buraczanego z wykorzystaniem szczepów bakterii z rodzaju Bacillus. 
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W badaniach Krzywonos i Łapawy [2012] stwierdzono, że wysokość najwyższego piku 
była znacznie pomniejszona w porównaniu z próbą kontrolną, oraz że ilość pików znacz-
nie się zmniejszyła w porównaniu z próbą kontrolną przy dekoloryzacji melasowego wy-
waru buraczanego z użyciem żywic jonowymiennych. W innych badaniach Krzywonos 
i Seruga [2012], wykorzystując bakterie z gatunku Lactobacillus plantarum, odnotowali 
57,9% stopień redukcji głównego piku w procesie dekoloryzacji buraczanego wywaru 
melasowego. 

Tabela 1. 	Wpływ stężenia wywaru na stopień redukcji pola powierzchni oraz wysokości piku
Table 1. 	 Effect of vinasse concentration on the extent of reduction in peak area and peak height

Stężenie 
wywaru
Vinasse  

concentration

Nośnik
Sorbent

Stopień redukcji [%]
Removal 

Pole powierzchni 
piku

Peak area

Wysokość piku
Peak height

100%
GH 0 0

PWA 0 0

75%
GH 0 0

PWA 0 0

50%
GH 34 42

PWA 15 21

25%
GH 47 46

PWA 64 63

5%
GH 65 27

PWA 83 80

Ponieważ zarówno dla jednego, jak i drugiego stosowanego nośnika najwyższy 
stopień dekoloryzacji, mierzony przez pomiar absorbancji przy długości fal 475 nm, 
otrzymano dla wywaru o stężeniu 25% (rys. 1 a i b), do kolejnego etapu wybrano właśnie 
to rozcieńczenie jako optymalne i zastosowano je na kolejnym etapie badań.

Podczas badania wpływu pH wywaru na stopień jego odbarwienia pierwsze 0,5 h 
reakcji wywaru melasowego o pH początkowym 3, 4, 5 i 6 ze złożem GH skutkowało 
umiarkowaną dekoloryzacją (22–25%) (rys. 2a). Wyższy stopień dekoloryzacji (powy-
żej 55%) zanotowano dla początkowego pH = 7 i wyższego (rys. 2a). Dla czasu reakcji 
1,5 h odnotowano wzrost stopnia dekoloryzacji wywaru w całym badanym zakresie pH  
(rys. 2a). 

Po 24 h od rozpoczęcia filtracji dekoloryzacja dla pH = 3 i 4 obniżyła się w stosunku 
do wyników uzyskanych po upływie 1,5 h, natomiast w wyższych zakresach pH (od 5 
do 11) odnotowano brak lub wzrost zabarwienia roztworu. Pomimo doniesień literaturo-
wych o niskiej wrażliwości glinki haloizytowej na odczyn środowiska, w jakim się znaj-
duje [Joussein i in. 2005], zauważyć można wyraźne preferencje haloizytu do skrajnych 
wartości pH wywaru. Pojawiający się po upływie doby wzrost zabarwienia roztworu wy-
nikał prawdopodobnie z przenikania uwodnionych tlenków żelaza i manganu zawartych 
w glince do odbarwianego roztworu wywaru. 
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Rys. 2. 	 Wpływ pH wywaru na efektywność dekoloryzacji 25% wywaru na złożu GH (a) i PWA (b) 
w czasie 0,5 h; 1,5 h oraz 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 nośnikiem był PWA, uzyskano znacznie wyższe sto-
pnie dekoloryzacji (rys. 2b). Najwyższy stopień dekoloryzacji (98,7%) uzyskano przy 
początkowym pH = 6, po czasie filtracji 1,5 h. Najniższą wartość stopnia dekoloryz-
acji (56,4%) zanotowano po 0,5 h reakcji dla początkowego pH=3. W przypadku PWA 
niezależnie od czasu trwania filtracji (do 2 h) oraz pH filtrowanego wywaru stopień od-
barwienia utrzymywał się na wysokim poziomie ok. 80%. Wydłużenie czasu reakcji do 
24 h, podobnie jak w przypadku glinki haloizytowej, spowodowało znaczne obniżenie 
stopnia dekoloryzacji lub brak dekoloryzacji (rys. 2b), spowodowane jednak nie  
wzrostem stężenia substancji barwnych, a przenikaniem do roztworu cząsteczek sadzy, 
a co za tym idzie, zmniejszającą się przepuszczalnością światła UV badanego roztworu. 
Wysoki stopień dekoloryzacji wywaru (42 i 82%) uzyskiwano po 24 h reakcji w przy-
padku pH początkowego PWA równego odpowiednio 3 i 4. Podobne zależności uzyskano 
w przypadku GH (odpowiednio 62,5 i 52%). Analizując wpływ pH roztworu melasowego 
na efektywność usuwania związków poszczególnych barwników, tj. melanoidynów (M), 
karmeli (K) i produktów otrzymywanych podczas alkalicznego rozkładu inwertu (I), 
zauważono, że po 0,5 h w przypadku GH nie zanotowano usunięcia z wywaru produk-
tów alkalicznego rozkładu inwertu. W przypadku stosowania PWA stężenie melanoi-
dynów pozostało nie zmienione w cały badanym zakresie pH (rys. 3). Na złożu PWA po 
0,5 h w całym badanym zakresie pH, z wyjątkiem pH = 11, stopień usuwania produk-
tów alkalicznego rozkładu inwertu był wysoki i wyniósł ponad 63% (rys. 3b). Podczas 
półgodzinnej filtracji odnotowano całkowite usunięcie produktów karmelizacji sacharozy 
dla pH = 8 dla obu stosowanych nośników. Po 0,5 h wraz z wydłużeniem czasu reakcji 
z nośnikiem zarówno dla GH, jak i PWA nie zanotowano zwiększenia stopnia usunięcia 
poszczególnych barwników wywaru, a wręcz przeciwnie – spadek stopnia usunięcia. 
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Rys. 3. 	 Wpływ pH wywaru melasowego na zawartość produktów alkalicznego rozkładu inwer-
tu (I), barwników melanoidynowych (M) oraz produktów karmelizacji sacharozy (K)  
po 0,5 h na złożu 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 wpływ dawki (g) zastosowanego złoża na efektywność 
dekoloryzacji wywaru o stężeniu 25%. W przypadku GH większa dawka złoża nie skutkowała 
zwiększeniem stopnia dekoloryzacji (rys. 4 a). W przypadku GH dawki złoża w ilości od 
0,5 do 1,5 g na 100 cm3 wywaru pozwalały uzyskać największe odbarwienie, odpowiednio 
93,2; 92 i 99% po 1 h reakcji z nośnikiem. Po 24 h reakcji nie odnotowano gwałtownego 
spadku stopnia dekoloryzacji, w przeciwieństwie do eksperymentów, w których badano 
wpływ pH na ten proces (rys. 2a i b). Zjawisko to potwierdza powinowactwo GH do niskich 
wartości pH, bliskich naturalnemu odczynowi wywaru melasowego. Gdy nośnikiem był 
PWA, najwyższy stopień dekoloryzacji odnotowano po 1 h sorpcji (98,7%), dla ilości złoża 
2 g (rys. 4 b). Po 24 h sączenia wywaru na złożu PWA, gdy dawka była równa od 2,5 do 4 
g, nastąpił wzrost stopnia dekoloryzacji wywaru powyżej 93%. 
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Rys. 4. 	 Wpływ dawki złoża GH (a) oraz PWA (b) na stopień dekoloryzacji wywaru melasowego 
w czasie t = 0,5 h, 1 h oraz 24 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 względu na osiągnięcie wyższych wartości stopnia dekoloryzacji dla stosowanego 
węgla po 24 h reakcji z nośnikiem pominięto dane dotyczące glinki, a w tabeli 2 zamiesz-
czono dane dotyczące stopni redukcji pola powierzchni oraz wysokości pików w chroma-
togramach wywaru melasowego po sorpcji tylko na złożu z węglem aktywnym. 

Tabela 2. 	Wpływ dawki PWA na stopień redukcji pola powierzchni oraz wysokości piku
Table 2. 	 Effect of PAC dose on the extent of reduction in peak area and peak height (PAC)

PWA [g]
PAC

Stopień redukcji [%]
Removal 

Pole powierzchni piku
Peak area

Wysokość piku
Peak height

0,5 47 19
1 31 22

1,5 49 47
2 53 47

2,5 54 62
3 60 37
4 51 34

4,5 53 42
5 53 55

Dane zamieszczone w tabeli 2 pozwalają na potwierdzenie stopnia dekoloryzacji zmie-
rzonego przez pomiar długości fali przy 475 nm (rys. 1 b). Najwyższy stopień redukcji 
pola powierzchni uzyskano dla dawki równej 3 g, zaś w najwyższym stopniu wysokość 
piku została pomniejszona, gdy ilość PWA wynosiła 2,5 g na 100 cm3 wywaru o stężeniu 
25%. Dla tych dawek po 24 h reakcji wywaru ze złożem PWA stopień dekoloryzacji  
wywaru był wyższy niż 93%. 

Analizując stopień usuwania poszczególnych barwników wywarowych na złożu GH, 
okazało się, że w przypadku GH usuwane były tylko produkty alkalicznego rozkładu in-
wertu. Najwyższy stopień usuwania tych związków (ponad 50%) zanotowano dla dawki  
5 g glinki na 100 cm3 wywaru i czasu reakcji 0,5 h. Dla pozostałych dawek GH stopień 
usunięcia produktów alkalicznego rozkładu inwertu nie przekroczył 18,5% (rys. 5a). Po 
upływie 24 h stopień redukcji zawartości inwertu w porównaniu z tym osiągniętym po 
0,5 h jeszcze zmalał. Najwyższy stopień redukcji inwertu, ponad 8%, odnotowano dla 
dawki 1 g GH na 100 cm3 wywaru (rys. 5 b). 

Uzyskane wyniki wskazują na najskuteczniejsze usuwanie z roztworu produktów 
alkalicznego rozkładu inwertu (rys. 5 i 6). Po czasie filtracji 0,5 h maksymalna reduk-
cja ich zawartości wyniosła 83% (3 g węgla aktywnego na 100 cm3 wywaru). Wraz ze 
zwiększeniem dawki PWA powyżej 3,5 g na 100 cm3 wywaru zmalał stopień usunięcia 
zawartości produktów alkalicznego rozkładu inwertu. Gdy czas reakcji wydłużono do  
24 h, dla dawki od 2 do 5 g węgla aktywnego na 100 cm3 wywaru, stopień usunięcia in-
wertu był większy niż 65% (rys. 6b).  
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Rys. 5.	 Wpływ ilości nośnika GH na stopień redukcji produktów alkalicznego rozkładu inwertu 
(I) podczas sączenia wywaru melasowego w czasie 0,5 h (a) oraz 24 h (b) 

Fig. 5.	 Effect of haloizite clay (HC) resin dose on the removal of invert alkaline degradation pro-
ducts (I) after 0.5 h (a) and 24 h (b) reaction time
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Rys 6.	 Wpływ dawki PWA na usuwanie z roztworu wywaru melasowego produktów alkaliczne-
go rozkładu inwertu (I), barwników melanoidynowych (M) oraz produktów karmelizacji 
sacharozy (K), po upływie 0,5 h (a) i 24 h (b) 

Fig. 6	 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 melanoidynów (tylko 15%), podobnie jak w przypad-
ku inwertu, odnotowano dla dawki 3 g węgla aktywnego na 100 cm3 wywaru po upływie  
0,5 h od rozpoczęcia filtracji (rys. 6a). Brak lub niewielki stopień usuwania melanoidy-
nów można tłumaczyć reakcjami zachodzącymi w roztworze pomiędzy produktami alka-
licznego rozkładu inwertu a obecnymi w wywarze produktami rozkładu białek i amidów, 
skutkującymi powstawaniem znacznych ilości barwników melanoidynowych [Regiec 
2010]. Stopień usunięcia zawartości barwników karmelowych obniżył się maksymalnie 
tylko o 5,3% (0,5 h, 3 g PWA) (Rys. 6a). Po upływie 24 h stopień usunięcia karmeli  
z wywaru niewiele się zmienił (nie był wyższy niż 7% dla dawki węgla aktywnego  
4 i 5 g na 100 cm3 wywaru (rys. 6b). 



14	 M. Krzywonos, K. Szymańska

Acta Sci. Pol.

Znacznie wyższy stopień dekoloryzacji uzyskany w doświadczeniach, gdy nośnikiem 
był węgiel aktywny, jest prawdopodobnie związany z wyższym stopniem usuwania pro-
duktów alkaicznego rozkładu inwertu z wywaru, które stanowiły ponad 81% wszystkich 
oznaczanych barwników w wywarze, w porównaniu z danymi uzyskanymi w ekspery-
mentach, gdy stosowano jako nośnik glinkę haloizytową. Ponieważ glinka haloizytowa 
zawiera w swej strukturze chemicznej wiele reaktywnych pierwiastków, tj. glin, krzem, 
żelazo czy miedź, które reagując ze składnikami wywaru melasowego, prawdopodobnie 
dodatkowo powodowały powstawanie związków stanowiących inhibitory niekompeten-
cyjne aktywnej sorpcji. Skutkowało to mniej efektywną dekoloryzacją wywaru z wyko-
rzystaniem glinki haloizytowej w porównaniu z pylistym węglem aktywnym jako nośni-
kiem. Przyczyna leży w biochemicznych zależnościach i wysokiej reaktywności grup 
funkcyjnych barwników wywarowych.

Podsumowanie

Najefektywniejsze odbarwienie wywaru melasy buraczanej odnotowano w 25% jego 
roztworze. Niezależnie od wartości pH najwyższy stopień dekoloryzacji wywaru mela-
sowego odnotowano dla sorpcji na PWA. Po 24 h reakcji z nośnikiem stwierdzono prefe-
rencje złoża glinki haloizytowej do pH filtrowanych roztworów w zakresie pH 3–4 oraz 
10–11. Wysoki stopień dekoloryzacji wywaru uzyskano w całym badanym zakresie pH 
w przypadku zastosowania węgla aktywnego. Względnie skuteczna dekoloryzacja zacho-
dziła dla haloizytu w przypadku niższych dawek nośnika, dla węgla aktywnego wyższa 
dawka zapewniała wyższą efektywność dekoloryzacji wywaru. W największym stopniu 
zarówno podczas sorpcji na nośniku GH, jak i PWA usuwane były produkty alkalicznego 
rozkładu inwertu. Produkty karmelizacji sacharozy jak i barwniki melanoidynowe były 
usuwane słabo lub wcale bez względu na rodzaj stosowanego nośnika. Skuteczniejszym 
adsorbentem wydaje się być pylisty węgiel aktywny, a jego zastosowanie w dekoloryzacji 
może stanowić efektywne narzędzie w oczyszczaniu wywaru z melasy buraczanej.
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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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OKREŚLENIE DYNAMIKI FORMOWANIA BIOFILMU 
PRZEZ MIKROORGANIZMY ZŁOŻA METANOGENNEGO 
TECHNIKĄ MIKROSKOPII FLUORESCENCYJNEJ 
I CIEMNEGO POLA Z WYKORZYSTANIEM 
KOMPUTEROWEJ ANALIZY OBRAZU*1

Dariusz Chudy1, Sławomir Jabłoński1, Marcin Łukaszewicz1,2

1 Uniwersytet Wrocławski 
2 Politechnika Wrocławska

Streszczenie. Większość znanych populacji mikroorganizmów wykształciła uzdolnienia 
adhezyjne prowadzące do wytwarzania biofilmu, będącego swoiście niepowtarzalnym  
mikroekosystemem. Badania koncentrowały się na dynamice adhezji i tworzeniu biofilmu 
w warunkach beztlenowych przez złoże metanogenne. Opracowano metodę umożliwiającą 
szacowanie liczby metanogennych archebakterii na podstawie technik mikroskopowych. 
Identyfikację metanogenów oparto na autofluorescencji koenzymów F420 i F430. W przepro-
wadzonych eksperymentach powstawanie biofilmu badano na płytkach polistyrenowych, 
zanurzonych w beztlenowym reaktorze wypełnionym złożem fluidalnym. Badana płytka 
była częściowo zanurzona w złożu granulowanym, a częściowo w supernatancie nad zło-
żem. Początkowo liczba komórek metanogennego biofilmu wynosiła 4,4 x 104 cm-2 po 
6 godz. kolonizacji, a następnie wzrosła do 1 x 107 cm-2 w 27 dobie kolonizacji. Biofilm 
zawierający więcej bakterii metanogennych szybciej powstawał w części płytki zanurzonej 
w supernatancie niż w tej części, która była zanurzona w złożu granulowanym. Przełomo-
wym momentem w tworzeniu biofilmu była 21. doba, po której agregaty (mikrokolonie) 
znacznie się powiększały oraz zaczynała rosnąć ilość archebakterii metanogennych.

Słowa kluczowe: metanogenne złoże, biofilm, warunki beztlenowe, mikroskopia fluore-
scencyjna, F420, F430, polistyren

Wstęp

Uzdolnienia adhezyjne mikroorganizmów wpływają m.in. na ochronę przed niekorzyst-
nymi czynnikami zewnętrznymi. Umiejscowione na wilgotnych powierzchniach stałych  
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drobnoustroje tworzące trwałe, cienkie warstwy definiuje się jako biofilm [Bower i in. 
1996]. Złożone wielokomórkowe heterogenne struktury otacza macierz (matrix), zbu-
dowana z zewnątrzkomórkowych substancji polimerowych (EPS, ang. extracellular po-
lymeric substance). Dominującymi elementami EPS są: węglowodany, białka, lipidy, 
kwasy nukleinowe i różne nieokreślone heteropolimery, wpływające na wytrzymałość, 
elastyczność oraz zdolność biofilmów do adsorpcji [Orgaz i in. 2006]. 

Przyleganie znajdujących się w zawiesinie komórek planktonicznych do powierzchni 
jest warunkowane obecnością białek adhezyjnych (z ang. cell adhesion molecule (CAM)) 
oraz innych struktur białkowych, takich jak wici lub fimbrie. Osiadłe komórki rozrastają 
się, tworząc mikrokolonie, a ich metabolizm ulega zmianie, w wyniku czego wytwarzane 
są proteoglikany spajające i ochraniające kolonie [Drenkard 2003]. Pomiędzy zespolony-
mi w macierzy mikrokoloniami, poprzez sieć kanalików, zachodzi transport składników 
pokarmowych i produktów przemiany materii, a także transmisja cząsteczek sygnało-
wych, związana z wydzielaniem autoinduktorów AIPs (ang. autoinducing polypeptides). 
Transfer ten umożliwia komunikowanie się komórek (tzw. quorum sensing), zmiany 
morfologiczne komórek i organizację struktury biofilmu [Hogan i in. 2004, Krasowska 
i in. 2009, Murzyn i in. 2010].

Pewne grupy mikroorganizmów rezydujących w formie biofilmu mogą być wykorzy-
stywane w biotechnologii. Można zastosować je np. w procesach degradacji zanieczysz-
czeń w ściekach, biofiltracji lotnych związków organicznych (VOC’s) czy produkcji  
różnego rodzaju związków chemicznych [Xie i in. 2009].

Od dziesiątek lat w centrum zainteresowania wielu badaczy są biofilmy powstające 
w warunkach beztlenowych z udziałem metanogennych archebakterii, mających klu-
czowe znaczenie w technologiach beztlenowego rozkładu ścieków czy w przetwarzaniu 
odpadów organicznych. Są one odpowiedzialne za końcowy etap konwersji materii or-
ganicznej, czyli redukcję jedno- i dwuwęglowych związków do metanu. Przedstawicieli  
Euryarchaeota cechuje naturalna zdolność do wytwarzania macierzy i rezydowania 
w biofilmie, występującym na powierzchniach stałych lub w zawiesinie w postaci gra-
nulek albo kłaczków (z ang. flocs) [Harvey i in. 1984]. Skład mikroflory i jej organiza-
cja wewnątrz granulek odgrywają istotną rolę w konwersji substratu. Agregaty powstają 
wskutek adhezji metanogenów z bakteriami acetogennymi, produkującymi H2 lub redu-
kującymi siarczany. Centrum agregacji mogą stanowić same metanogeny albo nośniki 
abiotyczne. Takimi nośnikami mogą być faza stacjonarna (złoże nieruchome) bądź też 
faza mobilna (złoże fluidalne, zawiesinowe) [Silva i in. 2006].

 Wiele beztlenowych technologii oczyszczania ścieków wykorzystuje w praktyce róż-
norodne reaktory wypełnione biofilmem. Czynnikiem decydującym o wysokiej efektyw-
ności usuwania zanieczyszczeń i produkcji metanu jest odpowiedni rozwój i utrzymanie 
biofilmu na powierzchni nośnika wypełniającego bioreaktor [Kuroda i in. 1988].

Biosynteza metanu u metanogennych archebakterii przebiega z udziałem unikatowych 
dla tej grupy mikroorganizmów, enzymów i grup prostetycznych. Przekazywanie elek-
tronów z H2, redukujących związki jednowęglowe do metanu odbywa się za pośrednic-
twem koenzymu F420. Forma utleniona tego koenzymu posiada maksimum absorpcji przy 
długości 420 nm i cechuje się niebiesko-zieloną fluorescencją [Cheeseman i in. 1972]. 
Końcowy etap powstawania metanu jest katalizowany przez metylo-reduktazę koenzymu 
M (MCR). Jej integralną częścią jest koenzym F430, który ma miejsce aktywne w postaci 
niklowej tetrahydrokorpiny [Dey i in. 2006]. 
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Celem pracy było badanie powstawania biofilmu zawierającego mikroorganizmy me-
tanogenne z wykorzystaniem technik mikroskopii fluorescencyjnej i kontrastowo-fazo-
wej oraz opracowanie zautomatyzowanej metody pozwalającej na zliczanie wszystkich 
komórek w ciemnym polu oraz metanogenów w mikroskopii fluorescencyjnej [Dodde-
ma,Vogels 1978, Nettmann i in. 2010].

Materiały i metody

Metanogenne złoże fluidalne

Doświadczenia adhezyjne prowadzono na metanogennym złożu fluidalnym, w którym 
mikroorganizmy tworzą autoagregaty w formie granulek o średnicy ok. 0,5–3 mm. 
Agregaty w ośrodku dyspergującym (supernatant, płyn hodowlany) tworzą koloid dwu- 
fazowy. 

Izolacja oraz warunki amplifikacji fragmentów genu kodującego 16s rRNA metodą PCR

DNA izolowano za pomocą zestawu Ultra Clean™, Microbal DNA Isolation Kit firmy 
Mo Bio Laboratories, Inc. Region w obrębie 16s rRNA powielano za pomocą polimeraz 
Taq i pary primerów Bact27F (5’ AGRGTTYGATYMTGGCTCAG 3’) oraz Bact1492R 
(5’ GGTTACCTTGTTACGACTT 3’). Reakcję PCR (30 cykli) prowadzono w urzą-
dzeniu MJ Reaserch PLC-200 w następujących warunkach: denaturacja (1 min 94°C), 
hybrydyzacja (1 min 58,7°C dla Bact), elongacja (2 min 72°C ). Produkt reakcji PCR 
poddano sekwencjonowaniu, następnie chromatogramy uzyskane z sekwencjonowania 
fragmentów DNA zostały poddane analizie i złożone programem DNA Baser v2 firmy 
HeracleSoftware. Tak uzyskane sekwencje porównano z sekwencjami nukleotydowymi 
zgromadzonymi w bazie NCBI za pomocą programu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). 

Badanie powstawania biofilmu na płytkach polistyrenowych zanurzonych w metanogennym 
złożu fluidalnym

Płytki polistyrenowe (PS), (SARSTEDT) o wym.: 76 x 26 x 1 mm inkubowano w beztle-
nowym reaktorze o objętości 3 l, wypełnionym granulowanym złożem fluidalnym. Płytki 
PS zostały zakotwiczone w statywie ze spienionego polistyrenu i umieszczone w bioreak-
torze. Objętość złoża w bioreaktorze (VR) dobrano tak, aby dolna część płytki znajdowała 
się w fazie złoża (F), natomiast górna w fazie supernatantu (G) (rys. 1).

Bioreaktor umieszczono w cieplarce w temp. 36°C i dokarmiano pożywką co 24 h, 
utrzymując odczyn pH w zakresie 6,5 – 7,5. Pożywkę (V0) stanowił roztwór: glukoza 10 g,  
mocznik 0,2 g, fosforan disodowy (Na2HPO4 x 12H2O) 0,381 g, kwaśny węglan sodu 2 g,  
na 1 l wody destylowanej. Stosunek masowy pożywki wynosił C : N : P = 600 : 15 : 5 
[Weiland 2001].

Hydrauliczny czas aktywności (HRT) wynosił 7,5 doby.

0

RVHRT
V

=

gdzie objętość złoża (VR) wynosiła 1 500 ml, objętość pożywki dodawanej co 24 h (V0) – 
200 ml, objętość fazy złoża (VZ) – 500 ml; stosunek VR/VZ – 3:1.
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Rys. 1. 	 Schemat reaktora użytego do inkubacji: pokrywa (A), uszczelnienie pokrywy (B), tratwa 
ze spienionego polistyrenu (C), płytki PS (D), koloid dwufazowy (E), faza złoża 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 adhezujących mikroorganizmów i powstającego biofilmu wykonywano 
od 6 godziny do 40 doby eksperymentu (rys. 2).

Mikroskopia fluorescencyjna i ciemnego pola

Do obserwacji preparatów przyżyciowych wykonywanych na płytkach PS po inkubacji 
używano mikroskopu fluorescencyjnego „Axio Imager A2”, (CARL ZEISS). Mikroskop 
wyposażony był w krótkołukową lampę rtęciową HBO 100 (OSRAM) o mocy 100 W  
i maksymalnym strumieniu świetlnym 2200 lm, z automatycznie centrującym się palni-
kiem. 

Główne parametry techniczne w konfiguracji do obserwacji we fluorescencji i ciem-
nym polu: 

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

b)	 Immersyjny obiektyw klasy IC2S (Infinity Color & Contrast Corrected),  
N-Achroplan 100x/1,25 z przesłoną irysową do obserwacji w ciemnym polu i fluo- 
rescencji.

c)	 Achromatyczny, aplanatyczny kondensor z immersyjną soczewką czołową,  
Nr 424208 (CARL ZEISS).

d)	 Aparat fotograficzny Canon PowerShot G10, z matrycą CCD 1.7” z 14,7 milio-
nami efektywnych piskeli o maksymalnej rozdzielczości 4416x3312, sterowany 
zdalnie oprogramowaniem AxioVision Relase 4.8.2.0.
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Sporządzanie preparatów mikroskopowych

Preparaty przyżyciowe sporządzano na płytkach PS po zadanych czasach inkubacji. Każ-
dą z płytek po wyjęciu z pojemnika przenoszono do zlewki (150 ml) z wodą destylowaną, 
niedopuszczając do ich wyschnięcia. Następnie z jednej ze stron płytki lub krążka usu-
wano biofilm bibułą nasączoną 96% etanolem. Drugą stronę spłukiwano intensywnym, 
jednostajnym strumieniem wody destylowanej, kierowanym z tryskawki z odległości ok. 
8 cm. Strumień przesuwano „zygzakiem” pomiędzy krawędziami, począwszy od gór-
nej części płytki (sekcja FS) do dolnej (sekcja FZ). Czynność powtarzano kilkakrotnie 
do odmycia widocznych zanieczyszczeń i delikatnie osuszano krawędzie płytki/krążka, 
pozostawiając cienką warstwę wody na powierzchni preparatu. Następnie na każdym 
sporządzanym preparacie umieszczano po dwa szkiełka nakrywkowe. Krawędzie szkie-
łek nakrywkowych pokrywano cienką warstwą lakieru, niedopuszczając tym samym do 
wysychania preparatu. Po wyschnięciu lakieru preparaty poddawano obserwacjom mi-
kroskopowym.

Obserwacje mikroskopowe

Przygotowywane preparaty analizowano mikroskopowo. Przed przystąpieniem do ob-
serwacji centrowano kondensor mikroskopu metodą wg Köhlera. Po otrzymaniu obrazu 
w pierwszym punkcie odniesienia wykonywano po dwie fotografie (ciemne pole/fluore-
scencja). Następnie przesuwano preparat na stoliku mikroskopu o 1,5 mm w osi X, koor-
dynaty stolika, do kolejnego punktu. Dla każdego z preparatów wyznaczano dwa rzędy 
punktów (po 5 przesuniętych w osi X i kolejnych 5 równoległych do osi X, z przesunię-
ciem 1 cm w osi Y). W celu jak najwierniejszego odwzorowania średniego zagęszczenia 
biofilmu na całej płytce każdy preparat analizowano, stosując te same przesunięcia. 

Cyfrowe przetwarzanie obrazu

Uzyskane obrazy, w zalecanej przez producenta rozdzielczości 1230x960 (24 bit RGB 
color) dla obiektywu N-Achroplan 100x/1,25, przed zachowaniem poddawano przetwo-
rzeniu. W celu wzmocnienia sygnału w zakresie 0–255 dla obrazu kolorowego wykorzy-
stano narzędzia aplikacji AxioVision. Zastosowano funkcje „najlepszego dostosowania” 
(best fit) dla obrazów uzyskanych we fluorescencji oraz funkcję zawężającą (Min/Max) 
dla obrazów w ciemnym polu. W przypadku obrazów w ciemnym polu zwiększano war-
tość gamma do 2,3–2,7 (w zależności od jakości uzyskanego obrazu). Następnie obrazy 
zapisywano bez kompresji w formacie *.zvi (Axio Vision Image) .

Szacowanie liczby komórek i stopnia pokrycia powierzchni płytek 

Do szacowania liczby komórek/poligonów użyto modułu do automatycznych pomiarów 
aplikacji AxioVision. 

Wyniki i DYSKUSJA

Do obserwacji tworzenia biofilmu zawierającego mikroorganizmy metanogenne wyko-
nano bioreaktory wypełnione granulowanym złożem metanogennym. Populację granu-
lek stanowią zespoły mikroorganizmów (grupy odpowiedzialne za poszczególne etapy 
procesu, tworzące układy symbiotyczne). Badania przeprowadzone w Zakładzie Bio-
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transformacji wykazały na podstawie sekwencji 16S rRNA, że poza mikroorganizmami 
metanogennymi w skład mikroflory złoża wchodziły również: Bacillus sp., Aeromonas 
sp., Acinetobacter sp., Delftia sp., Comamonas sp., Chryseobacterium sp., Trichococcus 
sp., Nostocoida sp.

Wstępne testy z płytkami z różnych materiałów (szkło, polipropylen i polistyren) 
pokazały, że biofilm najszybciej powstaje na powierzchni polimerów syntetycznych, 
zwłaszcza 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). Doświadczenie wykonano w trzech powtórzeniach 
w trzylitrowym bioreaktorze, zasilając złoże fluidalne pożywką z glukozą. W opraco-
waniu statystycznym zestawiono m.in. zmianę wielkości identyfikowanych na obrazach 
mikroskopowych obszarów (poligonów) widocznych w ciemnym polu oraz ilość widocz-
nych we fluorescencji komórek (metanogeny). Ilość poligonów w całym zakresie wielko-
ści identyfikowanych obiektów malała w czasie. Taki trend jest wynikiem stopniowego 
zanikania w czasie inkubacji najbardziej licznej frakcji pojedynczych komórek wraz ze 
wzrostem ilości poligonów złożonych z wielu komórek. Zaobserwowano również, że 
liczba poligonów w sekcji płytki zanurzonej w fazie supernatantu jest przeważnie wyż-
sza niż w sekcji inkubowanej w fazie złoża, co sugerowały obserwacje makroskopowe  
(fot. 1). 

Fot. 1. 	 Płytka po 60 dobach inkubacji jest wyraźnie pokryta biofilmem tylko w strefie inkubowa-
nej w obrębie 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. 	 Zespół pojedynczych komórek 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

Średnia powierzchnia poligonów rośnie w czasie (rys. 2). Najbardziej wyraźny wzrost 
wielkości identyfikowanych obiektów ma miejsce w 21. dobie inkubacji w sekcji płytki 
zanurzonej w fazie supernatantu. W sekcji płytki zanurzonej w fazie złoża przez cały czas 
trwania eksperymentu średnia wielkość poligonów oscylowała poniżej 10 µm2. Do 21. 
doby nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic między średnimi wielkościami poli-
gonów zaobserwowanych w sekcji płytki zanurzonej w fazie supernatantu a sekcją płytki 
zanurzonej w fazie złoża. Po 21. dobie inkubacji istotnie wzrosła średnia powierzchnia po-
ligonów oraz ilości komórek fluoryzujących (zawierających koenzym F420, F430 ) (rys. 3). 

Liczba komórek metanogennych rosła skokowo i była ściśle powiązana ze wzrostem 
średniej wielkości poligonów, a co za tym idzie, zwiększeniem udziału frakcji agregatów 
w biofilmie. Z ilości i wielkości poligonów wynika, że przełomowy moment następuje 
około 21. doby. Po pojawieniu się frakcji agregatów gwałtownie zaczyna rosnąć ilość 
metanogenów. Pomiędzy częściami inkubowanymi w fazie supernatantu i w fazie złoża 
zaobserwowano istotną różnicę zarówno jeżeli chodzi o średnią wielkość identyfikowa-
nych poligonów, jak i ilość metanogenów.

Biofilm szybciej i intensywniej formował się na powierzchniach znajdujących się 
w supernatantcie. Może to być powodowane transmisją autoinduktorów z granulek zło-
ża. Po 27. dobie zaobserwowano na powierzchni płytki ponad 1 x 106 cm-2 poligonów 
odpowiadających wielkością pojedynczym komórkom. Po tym samym czasie we fluore-
scencji, zaobserwowano najintensywniejszy przyrost liczby komórek metanogennych. 

Jednak do bardziej precyzyjnego zobrazowania procentowego udziału populacji  
archebakterii należałoby posłużyć się analizą 16S rRNA, np. metodą według [Habouzit 
i in. 2011]. 
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Rys. 2. 	 Średnia wielkość poligonów obserwowana w fazie supernatantu oraz w fazie złoża. Słupki 
błędu pokazują ± przedział ufności (dla α = 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 α = 0.05)
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Rys. 3. 	 Występowanie komórek zawierających koenzym F420 w biofilmie podczas trwania ekspe-
rymentu. Słupki błędu pokazują odchylenie standardowe

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

Najwyraźniej widoczny jest spadek liczebności frakcji pojedynczych komórek 
niezależnie od usytuowania na części płytki. Jednak tyko w fazie supernatantu zauważalny 
jest wzrost frakcji agregatów w czasie hodowli. Ten fakt można tłumaczyć zdolnością po-
rozumiewania się (quorum sensing), umożliwiającą „wyczuwanie” zagęszczenia. 
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podsumowanie

1.	W wyniku przeprowadzonych badań opracowane zostało stanowisko do badania 
tworzenia biofilmu w warunkach beztlenowych.

2.	Opracowano metodę umożliwiającą zautomatyzowane zliczanie wszystkich adhe-
zowanych komórek na ciemnym polu oraz metanogenów we fluorescencji.

3.	Stwierdzono, że formowanie biofilmu przez złoże metanogenne w warunkach bez-
tlenowych było procesem długotrwałym, a ilość metanogennych archebakterii zaczynała 
rosnąć po 21. dobie. 

4.	W obrębie złoża granulowanego zachodzi prawdopodobnie zjawisko quorum sen-
sing. Dojrzały biofilm nie powstawał na części płytki inkubowanej bezpośrednio w fazie 
złoża.

5.	Ilość metanogennych archebakterii istotnie się zwiększała tylko w części płytki 
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 F420 and F430 coenzymes. Initially, the number of cells in methanogenic 
biofilm, was 4,4 x 104 cm-2 (at 6 h colonization), then increased to 1 x 107 cm-2 (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, F420, F430, polistyrene
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DROŻDŻE YARROWIA LIPOLYTICA  
W BIODEGRADACJI SUBSTANCJI TŁUSZCZOWYCH 
ZAOLEJONEJ ZIEMI BIELĄCEJ1

Teresa Krzyśko-Łupicka1, Małgorzata Robak2 
1 Uniwersytet Opolski 
2 Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu

Streszczenie. W pracy badano uzdolnienia drożdży Yarrowia lipolytica do biodegrada-
cji substancji tłuszczowych w ZZB (Zaolejona Ziemia Bieląca). W badaniach stosowano 
inokulum drożdży o zróżnicowanej liczbie jednostek propagacyjnych, w postaci wolnej 
biomasy oraz unieruchomionej w formie granulek alginianowych. Aktywność zróżnicowa-
nych form szczepionki oraz kierunki rozkładu substancji tłuszczowej w ZZB określono na 
podstawie analizy mikrobiologicznej, chemicznej oraz oznaczenia trwałości granulek po 
zakopaniu prób w ziemi na okres zimy. Immobilizowana szczepionka Y. lipolytica stymu-
lowała wzrost bakterii autochtonicznych i grzybów. Najwyższy ubytek substancji tłuszczo-
wej w porównaniu z kontrolą obserwowano w obecności 50% granulek w ZZB. Natomiast 
niezależnie od typu szczepionki tendencje rozkładu substancji tłuszczowych były zbliżone, 
ale odmienne od procesów samorzutnych. Efektem przemian stymulowanych zarówno bio-
masą, jak i drożdżami immobilizowanymi było obniżenie zawartości nasyconych kwasów 
tłuszczowych o długości łańcucha C6 – C8, a wzrost C9, C16-C18. Wynika stąd, że wyko-
rzystując szczepionki można ukierunkować proces biokonwersji substancji tłuszczowych 
w ZZB do kwasów tłuszczowych o dłuższym łańcuchu. Warto podkreślić, że proces biore-
mediacji zachodził nawet w okresie zimy.

Słowa kluczowe: Zaolejona Ziemia Bieląca, immobilizowana biomasa, Yarrowia lipolytica,  
bioremediacja 

WSTĘP

Zaolejona Ziemia Bieląca (ZZB) powstająca jako odpad w procesie rafinacji tłuszczów 
zawiera do 40% oleju [Kumider 1996, Lara, Park 2003]. W Polsce zawartość olejów 
wynosi od 18–30%, w tym głównie są to nienasycone kwasy tłuszczowe, makro- i mi-
kroelementy, barwniki roślinne, śluzy, związki siarki i metale. Są to odpady trudne do 
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teresak@uni.opole.pl 
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utylizacji ze względu na zróżnicowany skład oraz nieprzepuszczalność wody i powietrza, 
ale pozostawienie ich na wysypiskach jest niedopuszczalne ze względów ekologicznych. 
Dotychczas nie udało się opracować opłacalnej metody, umożliwiającej ponowne wyko-
rzystanie ZZB w procesie rafinacji tłuszczu, albowiem po jednorazowym zastosowaniu 
jej aktywność silnie maleje i usunięcie oleju oraz zanieczyszczeń wymaga użycia dużych 
ilości rozpuszczalników. Dotychczasowe badania z zakresu oczyszczania i zagospoda-
rowywania ZZB, odpadu poekstrakcyjnego koncentrują się na opracowaniu szczepio-
nek (biopreparatów) przyspieszających rozkład substancji tłuszczowych. Prowadzone są 
również prace nad rozkładem ZZB w procesie kompostowania z dodatkiem osadu czyn-
nego i słomy [Piotrowska-Cyplik 2011].

Mikroorganizmami o szerokiej aktywności biodegradacyjnej są drożdże należące do 
gatunku Yarrowia lipolytica. Wykorzystywane są one w postaci zawiesimy komórek, 
płynnej biomasy lub unieruchomionej (immobilizowane) w bioremediacji gleby zanie-
czyszczonej węglowodorami [Robak 2006, Robak i in. 2011, Żogała i in. 2005], ukorze-
nianiu i rozwoju roślin [Vassilev i in. 2001] oraz w rozkładzie substancji tłuszczowych 
[Concalves i in. 2009, Krzyśko-Łupicka 2009]. Drożdże Y. lipolytica to szczep niepato-
geniczny dla człowieka [Yoshida, Hashimoto 1986], o dużych uzdolnieniach enzyma-
tycznych, dzięki czemu może być wykorzystany do produkcji biopreparatów. Wydaje 
się, że efektywność ich działania zależna jest od formy użytkowej, dotyczy to zwłaszcza 
technologii remediacji opartej na inokulantach [Kowalczyk i in. 2009]. Ponadto procesy 
bioremediacji wymagają dłuższego okresu działania, często zahaczającego o okres zimy, 
w którym zahamowany jest rozwój i metabolizm drobnoustrojów, a nawet dochodzi do 
trwałej inaktywacji szczepionki. Chociaż znane są procesy oczyszczania środowiska 
w niskich temperaturach zachodzące z udziałem drobnoustrojów [Margesin 2000].

CEL PRACY

Celem pracy było określenie kierunku przemian substancji tłuszczowych w Zaolejonej 
Ziemi Bielącej (ZZB) w obecności wolnej i immobilizowanej biomasy drożdży Yarrowia 
lipolytica o zróżnicowanej liczbie jednostek propagacyjnych w warunkach naturalnie pa-
nujących w okresie zimy.

Niniejszej praca jest kontynuacją badań nad aktywnością drożdży Y. lipolytica w bio-
degradacji substancji tłuszczowych. Aktywności zastosowanych szczepionek określono 
na podstawie zmian w zawartości kwasów tłuszczowych w ZZB przed i po procesie. 

MATERIAŁy I METODY

Materiał badań. Badane próby ZZB ze szczepionkami (w specjalnych pojemniczkach) za-
kopano 31 października 2005 r. do 25 marca 2006 r. w ziemi na głębokości około 50–60 cm.  
Po okresie zimy wykonano analizę mikrobiologiczną i chemiczną badanych próbek.

ZZB – odpad porafinacyjny z Nadodrzańskich Zakładów Tłuszczowych w Brzegu, 
pobrany bezpośrednio po zakończeniu procesu rafinacji. Głównymi składnikami ekstrak-
tu tłuszczowego z ZZB były kwasy osiemnastowęglowe (27,14 g·100 g-1sm) i kwas cy-
klopentaundekanowy (1,13 g·100 g-1 s m).
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Do badań wykorzystano szczep drożdży Y. lipolytica A-101 pochodzący z kolek-
cji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego 
we Wrocławiu. Zapas kultury przechowywano na skosie YM w 4oC. Hodowlę prowa-
dzono w bioreaktorze AK 210 (VneshTechnika, Moscow) w temp. 28oC, przy stałym 
pH 5,5 (dozowanie NaOH) i napowietrzaniu1,2 dm3·min-1, przez 48 godz. [Kowalczyk  
i in. 2009].

W badaniach stosowano inokulum drożdży Y. lipolytica w postaci wolnej biomasy – 
o gęstości inoculum 1,20·1012 jtk·dm-3 oraz unieruchomionej biomasy w alginianie sodu 
w formie granulek o gęstość inoculum 1,70·109 jtk·dm-3 w układach przedstawionych 
w tabeli 1.

Tabela 1.	 Próby doświadczalne
Table 1. 	 Investigated samples

Próby – Samples Skład próby – Sample composition 
Kontrola – Control 100 ml ZZB/SBE

Granulki – Beads

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

Płynna biomasa – Biomass suspension
50 ml ZZB + 50 ml płynnej biomasy – biomass suspension
80 ml ZZB + 20 ml płynnej biomasy – biomass suspension
90 ml ZZB + 10 ml płynnej biomasy – biomass suspension

Metody badań

Badania obejmowały: oznaczenie mas ekstraktów tłuszczowych próbek ZZB oraz pH, 
analizę jakościową i ilościową ekstraktów tłuszczowych z ZZB, oznaczenie trwałości 
granulek, aktywności drożdży immobilizowanych po procesie oraz analizę mikrobiolo-
giczną. 

Oznaczenie zawartości ekstraktów tłuszczowych próbek ZZB oraz pH. Do oceny 
kwasowości próbek pobierano po 10 g ZZB, zawieszano w 25 cm3 0,2-molowego roztwo-
ru KCl i mierzono pH [Ostrowska i in. 1991]. Efektywność ubytku tłuszczy oznaczono 
poprzez pomiar zawartości ekstraktu tłuszczowego w 1 g s.m. ZZB metodą ekstrakcyjno- 
-wagową. Naważki badanych próbek (5 g s.m.) ekstrahowano chloroformem w aparatach 
Soxhleta, a następnie roztwór zatężano przez odparowanie rozpuszczalnika w wyparce 
próżniowej i ważono pozostałość. Wyniki podano w g ekstraktu tłuszczowego·g-1 s.m. 
badanej próbki [Krzyśko-Łupicka 2009].

Analiza jakościowa i ilościowa ekstraktów tłuszczowych z ZZB. Skład ilościowo- 
-jakościowy ekstraktów tłuszczowych badano metodą GC/MS z zastosowaniem apara-
tu firmy Hewlett–Packard model 5890/II, w następujących warunkach Kolumna FFAP, 
temp. dozownika 40°C, gradient temp. 10°C·min-1 do 220°C, grzanie izotermiczne  
20 min (40/10/220-20), temp. detektora 220°C, gaz nośny hel – 2 cm3·min-1. Próbki do-
zowano metodą on kolumn. Do identyfikacji produktów rozkładu tłuszczu oraz ozna-
czenia ich ilościowego udziału w ekstrakcie użyto programu HP Analytical NIST MS 
Search Programm and Spectra Database. Skład ilościowy substancji tłuszczowej podano  
w g·100 g-1 s. m. ZZB.
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Oznaczenie trwałości granulek oraz aktywności drożdży immobilizowanych. 
Próbki gleby po wykopaniu z terenu poddano analizie makroskopowej, sensorycznej (za-
pach konsystencja) oraz sprawdzono aktywność drożdży unieruchomionych w granul-
kach alginianiwych i zbadano ich twardość [Kowalczyk i in. 2009].

Analiza mikrobiologiczna. Liczebność drobnoustrojów obecnych w badanych pró-
bach ZZB określano metodą hodowli na szalkach Petriego. Ogólną liczbę bakterii ozna-
czono w podłożu o składzie [g·dm-3]: agar wzbogacony – 25, glukoza – 10, agar – 10, 
natomiast ogólną liczbę drożdży i pleśni oznaczono w podłożu agarowym z oksytetracy-
kliną o składzie [g·dm-3]: YE – 5 glukoza –10, agar – 20, oksytetracyklina – 0,1. Część 
wyników dotyczących analizy mikrobiologicznej opublikowano w 2009 r. [Kowalczyk 
i in. 2009].

WYNIKI

Szczepionki wprowadzone do ZZB różniły się zarówno formą, jak i liczebnością komó-
rek drożdży, w związku z tym potraktowano je jako odrębne biopreparaty, oceniając ich 
wpływ na kierunek przemian substancji tłuszczowej oraz skład mikroflory. 

Dawka wprowadzanej szczepionki drożdży miała wpływ na odczyn oraz zawar-
tość ekstraktu tłuszczowego i skład kwasów tłuszczowych w badanych próbkach ZZB. 
W obecności szczepionki, w porównaniu z kontrolą (którą stanowiła ZZB podlegająca 
samorzutnym przemianom, zachodzącym w tych samych warunkach), obserwowano nie-
znaczny wzrost pH. Jego wartość wahała się od 3.30–3.70 w zależności od dawki (tab. 2).  
Najwyższe pH (3,7 i 3,5) obserwowano odpowiednio po zastosowaniu 25% dodatku gra-
nulek i 20% dodatku płynnej biomasy do ZZB.

Tabela 2.	 Zawartość ekstraktu tłuszczowego oraz pH próbek ZZB
Table 2.	 The content of fatty extracts and pH of SBE samples

Gleba
Soil pHKCl

Zawartość ekstraktu tłuszczowego
[g·100 g-1 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 płynnej biomasy – biomass suspension 3,30 33,82
80 ml + 20 ml płynnej biomasy – biomass suspension 3,40 31,10
90 ml + 10ml płynnej biomasy – biomass suspension 3,30 30,82

Na podstawie analizy ekstrakcyjno-wagowej stwierdzono zmniejszenie ilości 
tłuszczy w badanych próbkach zawierających szczepionkę w porównaniu z kontrolną 
próbą bez szczepionki (tab. 2). Najwyższy (18.10%) stopień przereagowania tłuszczu 
(w stosunku do kontroli) obserwowano w obecności 50% granulek w ZZB. Dodatek 
10 lub 20 ml płynnej biomasy drożdży obniżał jego zawartość odpowiednio o 13.30 
i 12.50%. Podobne działanie wykazywał dodatek niższych dawek granulek (10, 20 i 25 ml  
granulek), powodując jedynie ~ 10% ubytek tłuszczu. Najniższy, bo tylko 5% ubytek 
odnotowano po wprowadzeniu 50 ml płynnej biomasy (tab. 2).
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Rys. 1. Tendencja zmian ilo ciowych i jako ciowych w sk adzie kwasów t uszczowych w 
Zaolejonej Ziemi Biel cej (ZZB) po zastosowaniu ró nych form i ilo ci szczepionki Yarrowia
lipolytica. A – dro d e immobilizowane, B – p ynna 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 
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Rys. 1.	 Tendencja zmian ilościowych i jakościowych w składzie kwasów tłuszczowych w Zaole-
jonej Ziemi Bielącej (ZZB) po zastosowaniu różnych form i ilości szczepionki Yarrowia 
lipolytica. A – drożdże immobilizowane, B – płynna 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 zakończeniu procesu w próbkach kontrolnych zidentyfikowano niższe (C6 – C10) 
oraz wyższe (C16 – C18) kwasy tłuszczowe, co świadczy o samorzutnych przemianach 
wyjściowej substancji tłuszczowej na drodze biokonwersji, gdyż w wyjściowym materia-
le jedynymi składnikami substancji tłuszczowej były kwasy C18 i kwas cyklopentaunde-
kanowy (C16 – cykliczny). Skład kwasów tłuszczowych w ZZB szczepionej preparatami 
drożdży porównywano z kontrolą, którą stanowiła ZZB podlegająca samorzutnym prze-
mianom, zachodzącym w tych samych warunkach. Skład ten zależał od typu szczepion-
ki i jej dawki (rys. 1). We wszystkich próbach w odniesieniu do kontroli odnotowano  
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obniżenie zawartości kwasów heksanowego, heptanowego i oktanowego oraz wzrost za-
wartości kwasu nonanowego i kwasów osiemnastowęglowych. W obecności granulek 
(25 ml granulek) obserwowano dodatkowo obniżenie ilości kwasu, heksadekanowego 
i oktadekanowego. Natomiast w obecności najwyższej dawki szczepionki (50%) nieza-
leżnie od jej formy wzrastała ilość kwasów C16 i C18. 

W tych warunkach powstawały głównie kwasy nasycone o długości łańcucha C6 – 
C18, a zwłaszcza kwasy niskowęglowe C8 – C9; ich stosunek wynosił odpowiednio 1:1,7 
dla układów ze szczepionką immobilizowaną wprowadzaną w ilości 50, 20 i 10% oraz 
1:1,9 dla 25% (w kontroli 1:1). Natomiast w przypadku szczepionki wprowadzanej w for-
mie płynnej biomasy te zależności przedstawiały się następująco: 1:1,9 dla 10%, 1:1,8 dla 
50% oraz 1:1,4 dla 20%.

Forma szczepionki drożdży Y. lipolytica (płynna biomasa lub komórki immobilizowa-
ne – granulki) wpływała w niewielkim stopniu na zmiany sensoryczne badanych próbek 
ZZB. Zapach, barwa i konsystencja ZZB ze szczepionkami prawie nie różniły się od 
zapachu próbki kontrolnej, chociaż same granulki wykazywały wyraźnie gnilny zapach 
(tab. 3).

Tabela 3.	 Ocena sensoryczna badanych próbek ZZB traktowanych płynną biomasą lub immobili-
zowanymi drożdżami Yarrowia lipolytica

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

Próbka – Sample 
 Ocena sensoryczna – Sensoric evaluation

Wygląd – Apparence Zapach – odour
ZZB (kontrola) – nie zaszczepiona
ZZB (control) – not inoculated

Barwa żółta, konsystencja sypka,  
bardzo drobne ziarna – yellow colour 

Typowy zapach ziemi zaole-
jonej – oil

Granulki (kontrola) – 100% gra-
nulek
Bids (control) – 100% beads 

Kontrolne granulki – control bids Nieprzyjemny gnilny zapach  
putrid

50% ZZB + 50% granulek – beads Barwa żółta, konsystencja sypka,  
bardzo drobne ziarna – yellow colour

Typowy zapach ziemi zaole-
jonej – oil

75% ZZB +25% granulek – beads Barwa żółta, konsystencja sypka,  
bardzo drobne ziarna – yellow colour

Lekki olejowy zapach 
light oil

50% ZZB + 50% zawiesina biomasy 
– biomass suspension

Barwa żółta, zawiesina – yellow colour Intensywny zapach ziemi  
zaolejonej – intensive oil 

Twardość granulek kontrolnych (świeżych) i przetrzymywanych w ziemi oraz 
w lodówce oznaczona aparatem INSTRON 5544 wykazała, że wartość siły (N) użytej do 
zgniecenia granulek była zróżnicowana i zależała od „wieku” granulek oraz sposobu ich 
przechowywania (tab. 4). Obecność ZZB zwiększała trwałość granulek przechowywanych 
w ziemi. Granulki „świeże” ze względu na dużą sprężystość wymagały użycia większej 
siły do zmiażdżenia niż granulki przechowywane bez ZZB, w przypadku których już 
niewielka siła powodowała całkowite ich zgniecenie. 
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Tabela 4.	 Wartości siły [N] potrzebnej do zgniecenia granulek z poszczególnych prób.
Table 4.	 The force value [N] needed to granule crushing from tested samples 

Próba
Sample 

Stosunek gleby do szczepionki – Rate of soil to inocula
[v:v] 

Siła* – Force* 
[N]

po przechowywaniu 
after the process

50% ZZB + 50% granulek – beads 1,7

75% ZZB + 25% granulek – beads 1,631

 0% ZZB + 100% granulek – beads 0,392
kontrol – control granulki świeże – fresh beads ~5 

* Średnia z 10 pomiarów – means of 10 measures

Mikrobiologiczna analiza ilościowa badanych próbek ZZB wykazała, że immobilizo-
wana szczepionka Y. lipolytica stymuluje, w porównaniu z kontrolą, wzrost liczebności 
bakterii autochtonicznych – najwyższy, bo prawie 1000-krotny w obecności 50% do-
datku granulek. Natomiast wprowadzenie szczepionki w postaci biomasy powodowało 
3-krotne obniżenie liczebności bakterii (rys. 2).
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Mniejsze były wahania liczebności autochtonicznych grzybów, ale ich wzrost najsil-
niej stymulował także 50% dodatek granulek (rys. 3). 
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Rys. 3. 	 Ogólna liczba drożdży i pleśni w próbkach przechowywanych w ziemi [log jtk·g-1 próby] 
w zależności od formy wprowadzanej szczepionki

Fig. 3. 	 The total number of fungi in samples stored in soil [log cfu·g-1 sample], in dependence  
of the type of added inoculum 

DYSKUSJA

Niniejsza praca była próbą wykorzystania aktywności jednego ze szczepów drożdży  
Y. lipolytica w biodegradacji substancji tłuszczowych, wcześniej stosowanego do biode-
gradacji związków ropopochodnych w glebie metodą in situ [Robak 2006, Robak i in. 
2006, Kowalczyk i in. 2009]. Nowością było wykorzystanie preparatów tych drożdży 
w niskich temperaturach do oczyszczania ZZB, a zwłaszcza szczegółowa analiza ilościo-
wa i jakościowa pozostałości oleju i kwasów tłuszczowych. W odniesieniu do tego gatun-
ku drożdży, w literaturze, doniesiono tylko o pozostałości TPH i WWA po bioremediacji 
gruntu zanieczyszczonego olejem kreozotowym [Robak i in. 2011].

Wprowadzenie płynnej i unieruchomionej biomasy drożdży do ZZB nieznacznie 
zmieniło jej cechy sensoryczne, ale stymulowało rozwój mikroorganizmów (w porów-
naniu z kontrolą). Podobne zjawisko stymulacji rozwoju drobnoustrojów w badaniach 
terenowych zaobserwowali Żogała i in. [2005], a w stymulacji rozwoju roślin Vassilev 
i in. [2001]. 

W pracy podjęto również próbę sprawdzenia wytrzymałości granulek, powstałych 
w procesie immobilizacji drożdży Y. lipolytica w zależności od czynników zewnętrznych. 
Granulki z większości prób, poza kontrolą, były stosunkowo wytrzymałe na zgniecenie, 
co może sugerować wykorzystanie ich w ochronie środowiska. Granulki powodowały 
także zakwaszenie podłoża hodowlanego, co było wskaźnikiem ich żywotności. Efektem 
przemian stymulowanych zarówno biomasą, jak i drożdżami immobilizowanymi było 
obniżenie zawartości nasyconych kwasów tłuszczowych o długości łańcucha C6 – C8, 
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a wzrost C9, C16–C18. Niezależnie od typu szczepionki tendencje rozkładu substancji 
tłuszczowej są zbliżone, ale odmienne od procesów samorzutnych. Wynika stąd, że wy-
korzystując szczepionki, można ukierunkować proces biokonwersji substancji tłuszczo-
wej. Csutak i in. [2010] opisali znaczenie kilku gatunków drożdży, w tym Y. lipolytica 
w bioremediacji, prezentując szlaki metabolizmu alkanów i kwasów tłuszczowych oraz 
poznane geny kodujące niektóre z niezbędnych enzymów. Natomiast Krzyśko-Łupicka 
[2009] obserwowała wzrost masy substancji tłuszczowych podczas prowadzenia ba-
dań z udziałem tego gatunku w temperaturze 22°C. Należy tutaj zaznaczyć, że drożdże  
Y. lipolytica są organizmami także zdolnymi do biosyntezy i akumulacji tłuszczy [Beopo-
ulos i in. 2008]. Inni badacze na podstawie tego gatunku opracowali biosensor do analizy 
średniołańcuchowych kwasów tłuszczowych [Alkasrawi i in. 1999].

Wykazane w pracy przemiany tłuszczy i częściowy ich ubytek wyraźnie wskazuje na 
wzrost i aktywność metaboliczną badanych drożdży nawet w okresie zimy. Reasumując, 
można stwierdzić, że otrzymane wyniki zdecydowanie zachęcają do dalszej kontynuacji 
badań nad zjawiskiem biodegradacji tłuszczów przy użyciu tych niekonwencjonalnych 
drożdży.
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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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