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1. WPROWADZENIE

Srodowisko naturalne cztowieka to catoksztalt otaczajacych nas elementéw naturalnych
I antropogenicznych, wzajemnie na siebie oddziatujacych. Przez wiele milionéw lat ustalata
si¢ rownowaga migdzy czynnikami naturalnymi, w wyniku ktérej powstaly warunki
odpowiednie dla istnienia cztowieka. Poznanie sil rzadzacych naturg pozwolilo nam
opanowac ja i podporzadkowaé wiasnym potrzebom. Juz w drugiej potowie XIX wieku,
W odpowiedzi na industrializacje i urbanizacj¢ oraz coraz wigkszy stopien zanieczyszczenia
powietrza i wody, pojawila si¢ idea ochrony srodowiska.

Sposrdd substancji zanieczyszczajacych powietrze znaczgcg grupe stanowig lotne
zwiazki organiczne (LZO), substancje toksyczne i ucigzliwe zapachowo, bedace prekursorami
ozonu troposferycznego. Wigkszos¢ LZO zawartych w powietrzu wprowadzana jest do
srodowiska w wyniku dziatalno$ci cztowieka, na przyktad z gazami odlotowymi
powstajagcymi przy produkcji tworzyw sztucznych, $rodkow farmaceutycznych, $rodkow
chemii gospodarczej, a wiec w przemystach: chemicznym, gumowym, spozywczym oraz
podczas malowania i lakierowania. Innymi antropogenicznymi zrodtami sg: transport,
przerébka i dystrybucja paliw, utylizacja odpadow i $ciekow, ogrzewanie, hodowla zwierzat
(GUS (2010), ekoinfo.pl, home.agh.edu.pl). Wg danych GUS, w 2013 roku emisja LZO
pochodzenia antropogenicznego wynosita w Polsce ~ 636 Gg i od lat najwigkszy udziat w tej
emisji maja procesy zwigzane ze stosowaniem rozpuszczalnikow.

W wielu krajach, takze w Polsce 1 wszystkich krajach UE, stosowane sg normy
i standardy emisyjne. Od 7 stycznia 2014 roku obowiagzuje Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady 2010/75/UE z dnia 24 listopada 2010r. w sprawie emisji
przemystowych (Industrial Emissions Directive, IED), w ktorej zapisano regulacje dotyczace
wszystkich rodzajéow dziatalnosci, wymagania wynikajace 2z systemu pozwolen
zintegrowanych, przepisy dotyczace emisji lotnych zwiazkéw organicznych, spalania
odpadow, itp.

Zaniepokojenie stopniem skazenia Ziemi przyczynito si¢ do rozwoju technik ochrony
srodowiska. Ze wzgledu na zlozony sktad chemiczny i r6zne warunki procesowe nie ma
jednego uniwersalnego sposobu oczyszczania gazéw odlotowych. Dokonujac wyboru
najlepszej technologii nalezy wzig¢ pod uwagg: ilo$¢ oczyszczanego powietrza, sktad
I stezenie zanieczyszczen, a takze koszt i efektywnos¢ proponowanej metody (Kennes i Veiga
(2001)). Orientacyjne zakresy stosowania poszczegolnych metod, w zaleznosci od wielkosci

oczyszczanego strumienia i st¢zenia zanieczyszczenia, przedstawiono na rysunku 1.1.


http://home.agh.edu.pl/
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Rys.1.1. Obszary stosowania roznych technik oczyszczania powietrza (Deshusses (2005)).

Metody biologiczne s3a atrakcyjne zaréwno pod wzgledem ekonomicznym (s3
stosunkowo tanie, zuzywaja mniej energii) jak i z punktu widzenia ochrony $rodowiska (sg to
naturalne procesy prowadzone w optymalnych dla ich przebiegu warunkach). Moga by¢
stosowane nawet dla bardzo duzych strumieni powietrza, pod warunkiem Ze usuwana
substancja jest rozpuszczalna (nawet stabo) w wodzie, a st¢zenie zanieczyszczenia nie
przekracza ~ 10 g/m®. Oczyszczane powietrze nie moze zawieraé substancji trujacych dla
mikroorganizmow (np. metali ciezkich), a jego temperatura powinna miesci¢ si¢ w zakresie
odpowiadajgcym aktywnos$ci biologicznej stosowanych drobnoustrojéw. Duza zaleta metod
biologicznych jest fakt, ze nie powodujg one przesunigcia zanieczyszczenia z jednej fazy do
drugiej (z gazu do cieczy lub ciala stalego), ale catkowite roztozenie ich na ditlenek wegla
i wodg.

Przedmiotem analizy niniejszej pracy jest jeden z kluczowych etapéw procesu
biooczyszczania powietrza z lotnych zwiazkdéw organicznych, a mianowicie reakcja

biodegradacji zanieczyszczenia przez wyselekcjonowany szczep mikroorganizmow.



2. CEL | ZAKRES PRACY

Prezentowane badania stanowity pierwszy i niezwykle istotny etap prac zwigzanych

z realizacjg projektu rozwojowego NR 14 0112-10/2010, finansowanego przez NCBIR,

ktorego ostatecznym celem bylo opracowanie technologii oczyszczania powietrza

z wybranych lotnych zwigzkéw organicznych w tréjfazowym bioreaktorze ze statym zlozem

(ang. trickle-bed bioreactor, TBB). Jak wida¢ z przedstawionego schematu (rys 2.1), przed

uruchomieniem bioreaktora struzkowego niezbedna byta realizacja prac, w wyniku ktorych :

wybrano substancje z grupy lotnych zwigzkoéw organicznych, ktore bedq usuwane z
powietrza,

wyselekcjonowano mikroorganizmy degradujqce efektywnie wybrane zanieczyszczenia
| okreslono najkorzystniejsze warunki ich wzrostu, sq to pozniejsze parametry pracy
reaktora struzkowego, na powierzchni ktorego immobilizowane sq wyselekcjonowane

szczepy.

Ujecie ilosciowe zjawisk zachodzacych w bioreaktorze — niezaleznie od typu

bioreaktora — wymaga sporzadzenia odpowiednich bilansow masowych, w ktorych konieczna

jest znajomo$¢ wyrazenia okreslajacego szybko$¢ biodegradacji usuwanego zanieczyszczenia

w wyniku reakcji biologicznej. Wobec braku danych literaturowych, konieczne byto:

wyznaczenie postaci i parametrow rownan opisujgcych szybkosé biodegradaci
wybranych zanieczyszczen przez wyselekcjonowane mikroorganizmy,

wyznaczenie parametrow przemiany podstawowej,

weryfikacja opracowanego modelu kinetycznego procesu w oparciu o witasng baze
danych eksperymentalnych,

wyznaczenie wspolczynnikow  stechiometrycznych rownan opisujgcych proces
rozktadu substratu (LZO) i tworzenia biomasy, ktorych znajomos¢ umozliwia

sterowanie procesem w TBB.

Dziatania te stanowig wazny etap prac nad opracowywang technologia, gdyz maja

istotny wptyw na jej efektywnosc¢.

W kolejnych rozdziatach zostang omowione zadania ujete w blokach 1-3, 4a-7a

schematu, przedstawionego na rys. 2.1.



1.Wyb6or substancji usuwanej z
powietrza (octan winylu/styren)

|

2.Wybor mikroorganizmow zdolnych do biodegradacji
octanu winylu/styrenu; proba selekcji mikroorganizmow
srodowiskowych

!

3.Adaptacja mikroorganizmow; okreslenie optymalnych
warunkow bytowania; pH, temp., sktad pozywki

4a.Ciagla hodowla mikroorganizméw;
przygotowanie materialu biologicznego dla
potrzeb biodegradacji w TBB

|

>

4b.Immobilizacja mikroorganizméw na
ztozu TBB

|

5a.Badanie kinetyki reakcji biologicznej w
reaktorze periodycznym; ustalenie postaci i
parametroOw rdwnania kinetycznego oraz
obserwowanego wspolczynnika wydajnosci

5b.Badania procesu
biodegradacji octanu winylu
w bioreaktorze trojfazowym

|

6a. Badania w reaktorze zbiornikowym
przeplywowym (chemostat); wyznaczenie
parametrOw przemiany podstawowej

|

7a.Weryfikacja modelu kinetycznego
procesu; obliczenie wspotczynnikoéw
stechiometrycznych rownan opisujacych
proces biodegradacji wybranych substancji

|

6b.Badania procesu biodegradacji

styrenu w bioreaktorze trdjfazowym
TBB

|

7b.Sformutowanie opisu
matematycznego procesu i oszacowanie
wartosci parametrow modelu

9. WERYFIKACJA
ODELU PROCESU

1

Rys.2.1. Schemat prac, ktorych realizacja jest niezbedna dla zaprojektowania efektywnego procesu
biooczyszczania powietrza w reaktorze struzkowym.




3. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH LOTNYCH ZWIAZKOW
ORGANICZNYCH

Sposréd ogromnej liczby lotnych zwiazkow organicznych, w wyniku konsultacji
z przedstawicielami przemystu (m. in. firma SYNTHOS S.A., czolowy producent tworzyw na
bazie styrenu i dyspersji winylowych) jako testowe zanieczyszczenia wybrano octan winylu
oraz styren. Wybdr ten podyktowany byt ogromng skalg produkcji iwykorzystania obu
zwigzkdéw oraz odmienno$cia budowy chemicznej obu substancji, ktéra ma niewatpliwy
wpltyw na ich biologiczny rozktad. Octan winylu to ester alifatyczny uwazany za tatwo
biodegradowalny, natomiast zwigzki aromatyczne, do ktérych nalezy styren, ze wzgledu na
budowe pierscienia oraz obecno$¢ w nim podstawnikéw aktywujacych badz dezaktywujacych

pierscien, zaliczane sg do substancji trudno biodegradowalnych (Gren i wsp. (2008)).

3.1. Octan winylu

W 2012 roku wyprodukowano 6,5 miliona ton octanu winylu i analitycy przewiduja,
ze jego produkcja bedzie wzrastaé corocznie o ~ 4%. W przemysle zwigzek ten jest
powszechnie stosowany do produkcji polichlorku winylu, podstawowego sktadnika mas
wiazacych klejow, farb emulsyjnych, tworzyw powlokowych oraz wielu polimerow i
kopolimeréw. W przypadku uwolnienia do atmosfery, octan winylu bierze udziat w reakcjach
fotochemicznych, za§ w wodzie ulega hydrolizie do kwasu octowego i aldehydu octowego.

Octan winylu niekorzystnie oddziatuje na cztowieka, gdyz jest substancja draznigca
Sluzowki oczu 1 goérnych dréog oddechowych oraz zaburza prawidlowe funkcjonowanie
osrodkowego ukladu nerwowego. Istotnym faktem jest, iz w krotkim czasie po kontakcie
Z octanem winylu we krwi czlowieka 1 tkankach zwierzgcych pojawia si¢ aldehyd octowy,
zaliczany do substancji wysoce toksycznych (Simon i wsp. (1985)).

Budowa czasteczki octanu winylu wskazuje, ze powinien stosunkowo tatwo ulegaé
biodegradacji do ditlenku wegla i wody, 1 zapewne dlatego w literaturze jest niewiele
informacji na temat jego rozkladu przez mikroorganizmy. Nieder i wsp. (1990)
zaproponowali szlak degradacji octanu winylu w komdrkach gramujemnego szczepu bakterii,
opisanego symbolem V2. Produktami hydrolizy wigzania estrowego byly kwas octowy
i aldehyd octowy, powstaly w wyniku tautomeryzacji nietrwatego alkoholu winylowego,
bezposredniego produktu hydrolizy octanu winylu. Aldehyd octowy ulegat utlenieniu do
kwasu octowego lub redukcji do alkoholu, ktory réwniez byt metabolizowany do kwasu
octowego, ktorego dalszy metabolizm polegal na wlaczeniu go w przemiany w obrebie cyklu

Krebsa.



3.2. Styren

Wielko$¢ produkcji (32,1 min ton/rok) 1 powszechno$¢ zastosowania styrenu
(produkcja tworzyw sztucznych, styropianu) sprawiaja, ze stal si¢ on ucigzliwy dla
srodowiska. Moze zanieczyszcza¢ powietrze, wode 1 glebe, jednak z wody i gleby szybko
odparowuje. Uwolniony do atmosfery szybko reaguje z rodnikami hydroksylowymi i ozonem,
uczestniczgc w tworzeniu smogu i wtornego, niekontrolowanego zanieczyszczenia powietrza.

U o0s6b narazonych na kontakt ze styrenem mogg wystgpi¢ objawy zatrucia ostrego lub
przewlektego, w =zaleznosci od dawki, czasu i czgstotliwosci ekspozycji. Podczas
bezposredniej inhalacji substancja ta jest pochlaniana w 60-90% 1 osadza si¢ gltownie
w tkance tluszczowej. Jest metabolizowany w watrobie, gléwnie szlakiem prowadzacym
przez tlenek styrenu, glikol styrenowy, kwas migdalowy lub benzoesowy do kwasu
fenyloglioksylowego. Kwasy migdalowy oraz fenyloglioksylowy sa wydalane z moczem
(WHO (2003)). W przypadku zatrucia przewleklego, objawami sa przewlekle zapalenie
skory, przewlekte zapalenie spojowek, uposledzenie wechu, zaburzenia funkcji psychicznych,
spowolnienie reakcji, zmiany w zapisie elektroencefalograficznym. Miedzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer, IARC) zakwalifikowata
styren do grupy 2B. Jako mozliwe nowotwory wskazano bialaczke, chtoniaki i nowotwor
krtani (WHO (2000), Styrene - Report on Carcinogens (2011), Kluska (2010)).

Mikrobiologiczny rozktad styrenu w warunkach tlenowych przebiega¢ moze dwoma,
zupelnie niezaleznymi szlakami i1 aktywacja jednego z nich uzalezniona jest od zestawu
gendow w genomie danego mikroorganizmu (O’Leary i wsp. (2002), Warhurst i wsp. (1994),
Bestetti 1 wsp. (2004)). Jeden ze szlakéw polega na utlenieniu tancucha bocznego, natomiast

drugi zwiazany jest z reakcjami zachodzacymi bezposrednio w pierscieniu aromatycznym.

4. SELEKCJA MIKROORGANIZMOW DEGRADUJACYCH
TESTOWANE LOTNE ZWIAZKI ORGANICZNE

Procesy samooczyszczania si¢ srodowiska sugeruja, ze w miejscach wystepowania
danego zanieczyszczenia oczekiwa¢ mozna we florze bakteryjnej gleby szczepoéw zdolnych
do jego rozkladu. Metoda najczescie] wykorzystywana do izolacji szczepow ze Srodowisk
naturalnych jest tzw. technika wzbogacania kultur (ang. enrichment culture technique).

We wspolpracy z Katedra Biochemii Uniwersytetu Slaskiego podjeto probe
wyizolowania szczepow bakterii zdolnych do rozktadu testowanych zanieczyszczen. W tym

celu pobrano probki gleby na terenie SYNTHOS S.A. w O$wiecimiu, z kilku stanowisk
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lezacych w poblizu instalacji przetwarzajgcych oba zwigzki. Sposrod wyizolowanych 12
szczepow jedynie dwa, oznaczone jako EC1 2004 i EC3_2001, zdolne byly do wzrostu
I rozktadu octanu winylu w stezeniu 400 ppm, wprowadzanym co 24 godziny. W oparciu
o wyniki amplifikacji genu kodujgcego 16SrRNA oba szczepy zakwalifikowano jako
Pseudomonas putida (procent zgodnosci 96%). Do dalszych badan nad mikrobiologicznym
rozktadem octanu winylu wybrano szczep EC3 2001 oraz zakupiony w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw (Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu)
szczep laboratoryjny Pseudomonas fluorescens PCM 2123, ktéry efektywnie degradowat
badany wczesniej octan etylu. Nie pozyskano, niestety, szczepu degradujacego styren. W tej
sytuacji, w oparciu o analiz¢ danych literaturowych (Arnold i wsp. (1997)), podjeto decyzje
0 zakupie rozktadajacego styren szczepu Pseudomonas sp. E-93486, zdeponowanego w VTT
Culture Collection, Technical Research Centre of Finland. Szczep ten wyizolowany zostal
Z wypelnienia biofiltra wypetnionego torfem, przez ktory przepuszczano przez kilka miesigcy
powietrze zanieczyszczone styrenem. Analizy wykazaty 97% podobienstwo szczepu E-93486
do Pseudomonas putida i 97% podobienstwo do Pseudomonas stutzeri.

Przed przystapieniem do badan zwigzanych z biodegradacja testowanych substancji:
- sprawdzono aktywnos$¢ gtéwnych enzymow, decydujacych o przebiegu szlakow

rozktadu degradowanych substancji
- okreslono najkorzystniejsze dla wzrostu wyselekcjonowanych mikroorganizmow
warunki hodowli

Dla octanu winylu jako substratu wzrostowego sprawdzono w pierwszej kolejnosci
aktywno$¢ esterazy w surowej frakcji komorkowej oraz w ptynie hodowlanym. We
wszystkich testowanych probkach stwierdzono aktywnos¢ esterazy jedynie w surowej frakcji
cytoplazmatycznej, co sugeruje, ze jest to enzym wewnatrzkomorkowy badz biatko zwigzane
z blong cytoplazmatyczng. Kolejnym krokiem bylo potwierdzenie obecno$ci dehydrogenaz
alkoholowej 1 aldehydowej w surowej frakcji komoérkowej. Ich obecnos¢ wydaje sie
potwierdzac, ze czeSciowa transformacja aldehydu do alkoholu etylowego jest mechanizmem
obronnym mikroorganizmow przed toksycznym dziataniem tego zwigzku. W ten sposob
potwierdzony zostat, zaproponowany przez Niedera i wsp. (1990), szlak degradacji octanu
winylu.

W celu sprawdzenia, czy szczep Pseudomonas sp, E-93486 rozktada styren w szlaku
utlenienia tancucha bocznego, wykazano obecno$¢ w jego komoérkach monooksygenazy
styrenowej i izomerazy tlenku styrenu, co potwierdza przebieg jego biodegradacji szlakiem

zaproponowanym przez O’Leary i wsp. (2002).
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Do najwazniejszych czynnikow $srodowiskowych wptywajacych na przyrost biomasy
nalezag temperatura oraz odczyn pH s$rodowiska. Aby okres§lic najkorzystniejsze dla
testowanych szczepdw warunki wzrostu zatozono hodowle w bulionie odzywczym
i prowadzono je w roéznych temperaturach (22-39°C) i przy rdéznym odczynie pH (5-8).
Sposréd badanych temperatur inkubacji w bogatym podiozu odzywczym, najwigkszy przyrost
biomasy obserwowano dla hodowli prowadzonych w temperaturze 30°C. Dla wszystkich
szczepOw najmniej korzystne byto srodowisko o odczynie pH 5, w pozostatych uzyskano
zblizone przyrosty biomasy. Dalsze badania byly wi¢c prowadzone w temperaturze 30°C

iprzy pH 7.

5. KINETYKA WZROSTU BIOMASY | BIODEGRADACJI
SUBSTRATU

Parametry modelu kinetycznego opisujacego wzrost mikroorganizmoéw wyznacza si¢
W oparciu o seri¢ eksperymentéw, wykonywanych w reaktorze okresowym, podczas ktérych
obserwuje si¢ wzrost biomasy w czasie, przy réznych poczatkowych stezeniach substratu
wzrostowego. W fazie wzrostu logarytmicznego, w ktorej wlasciwa szybko$¢ wzrostu jest
stata (unet) 1 zalezna jedynie od poczatkowego stezenia substratu, szybko§¢ zmian stezenia
biomasy opisuje zaleznos¢:
dX 5.1
dar = UnetX
Calkujac zaleznos$¢ (5.1), przy znanych warunkach poczatkowych tj. dla t=tg, X=X, otrzymuje

S1€:
lnX = ,unet(t - to) - lnXO 52

Tak wigc dla kazdego punktu eksperymentalnego tj. dla kazdej poczatkowej dawki substratu,
wykres zaleznosci INX=f(t) jest linig prosta, ktorej wspotczynnik kierunkowy okresla szukang
warto$¢ unet. Zmieniajac w szerokim zakresie st¢zenie poczatkowe substratu wzrostowego
W roztworze uzyskuje si¢ baze danych unet = f(Sj0), umozliwiajacg wybor postaci i estymacje

statych réwnania opisujacego wzrost biomasy.
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5.1. Stanowisko badawcze i opis eksperymentow
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1
v
-
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1- bioreaktor z czujniki: zbiorniki:
ptaszczem 4- pH, 8- 10% r-r KOH,
wodnym 5- pOy, 9- 10% r-r KH,POy,
2- jednostka sterujaca 6- temperatury, 10-0,75% r-r H,0;
3- mieszadto 7- poziomu cieczy

11-pompy perystaltyczne
Rys.5.1. Schemat stanowiska badawczego.

Hodowle okresowe mikroorganizmoéw prowadzono w bioreaktorze Biostat B firmy
Sartorius (USA) o objetosci roboczej ~ 2,7 dm®. Schemat stanowiska badawczego
przedstawiono na rysunku 5.1.

Bioreaktor (1) wyposazony byt w czujnik temperatury (6), elektrody pH (4) i pO, (5)
oraz czujnik poziomu cieczy (7), przesylajace sygnaly do jednostki sterujacej (2). Stata
temperatura hodowli utrzymywana byla za pomoca ptaszcza wodnego, natomiast pH roztworu
poprzez dozowanie 10% roztworu KOH (8) lub KH,PO, (9) wg wskazan elektrody pH.
Substratami wzrostowymi byly lotne zwigzki organiczne, zatem nie bylo mozliwe
napowietrzanie roztworu. Po przeprowadzeniu prostego testu aktywnosci Katalazy (Takeuchi
I wsp. (1996)) zdecydowano, ze state stezenie tlenu w roztworze utrzymywane bedzie poprzez
dozowanie 0,75% roztworu H;O, wg wskazan elektrody pO,. Hodowle prowadzono
w temperaturze 30°C, przy stezeniu tlenu w roztworze wynoszacym 5 mg/dm3, pH

srodowiska rownym 7+0,1 i przy obrotach mieszadta (3) 300 min™.
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Zaadaptowane do rozkladu wybranego substratu komorki bakterii pobierano z hodowli
podstawowej, odwirowywano (5500 rpm, 10 minut) i przemywano roztworem pozywki
mineralnej. Z tak przygotowanych komorek i pozywki mineralnej sporzadzano zawiesing
0 stezeniu ~ 9 - 1072[gsmdm™>] (Pseudomonas fluorescens PCM 2123 lub Pseudomonas
putida EC3_2001) lub ~ 5,31 - 1072[gsn.dm™®] (Pseudomonas sp. E-93486). Tak sporzadzona
zawiesing bakterii (V=2 dm3) przenoszono do sterylnego bioreaktora do ktorego, po
ustabilizowaniu si¢ parametrow procesu, wprowadzano odpowiedniag dawke substratu.
W czasie trwania hodowli oznaczano stezenie biomasy oraz st¢zenie substratu i posrednich
produktéw metabolizmu.

Stezenie mikroorganizmow oznaczano metoda spektrofotometryczng (A=550 nm),
natomiast stezenie substratow wzrostowych oraz produktow posrednich ich rozkladu
oznaczano chromatograficznie (chromatograf gazowy firmy Varian 3800, wyposazony
w kolumne CP-wax 52 CB i detektor FID). Hodowlg prowadzono zawsze co najmniej do

momentu Wyczerpania substratu wzrostowego.

5.2. Szybkos$¢ wzrostu biomasy

Do badan zwigzanych z rozktadem mikrobiologicznym octanu winylu w bioreaktorze
okresowym wybrano wyizolowany szczep Pseudomonas sp. EC3 2001 oraz laboratoryjny
szczep Pseudomonas fluorescens PCM 2123. Eksperymenty wykazaly, ze szczepy prezentuja
odmienne sposoby biodegradacji substratu. Pojawienie si¢ aldehydu octowego w hodowli
Pseudomonas putida EC3 2001 powodowato ograniczenie wzrostu biomasy, a cata dostgpna
energia wykorzystywana byta prawdopodobnie na przeksztalcenie aldehydu octowego
w kwas octowy lub etanol. W przypadku Pseudomonas fluorescens PCM 2123 nie
stwierdzono obecno$ci aldehydu octowego w plynie hodowlanym w catym zakresie
testowanych stezen. Dalsze badania prowadzono wigc z wykorzystaniem laboratoryjnego
szczepu Pseudomonas fluorescens PCM 2123. Przed rozpoczgciem hodowli przeprowadzono
szereg prob abiotycznych, ktorych celem bylo sprawdzenie szybkos$ci nieenzymatycznej
hydrolizy octanu winylu. Stwierdzono, ze po 24 godzinach st¢zenie substratu zmniejszylo si¢
0 ~ 16%, w czasie odpowiadajgcym badaniom kinetycznym (~10 godzin) nie stwierdzono
znaczacych zmian octanu winylu w wyniku hydrolizy nieenzymatyczne;j.

Zatozono kilkanascie hodowli, w ktorych poczatkowe stezenie substratu wzrostowego
zmieniano w zakresie od 18,6 do 372,8 [g-m'3]. Zgromadzona zostala w ten sposob baza

danych p,er = f(Sy0), ktora przedstawiono na rysunku 5.2 w formie zaleznosci
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% = f(S;0)- Punkty uktadaja si¢ wzdtuz krzywej, ktorej ksztatt wskazuje jednoznacznie na

inhibicj¢ wzrostu biomasy przez substrat.

14000
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stezenie substratu S5, g'-m-

Rys.5.2. Wykres zaleznos$ci Sio/ 15=f(So) dla biodegradacji octanu winylu przez Pseudomonas
fluorescens PCM2123.

W literaturze mozna znalez¢ wiele propozycji réwnan opisujacych kinetyke wzrostu
mikroorganizméw inhibitowana substratem (Singh i wsp. (2006), Agarry i wsp. (2008),
Moser (1988)). Najczesciej stosowane jest rownanie Andrewsa (1968), ktore dla K; »» Ks
przyjmuje postac¢ zaleznosci, zaproponowanej w 1930 r. przez Haldane dla opisania kinetyki
reakcji enzymatycznej inhibitowanej substratem. Stad w wielu opracowaniach réwnanie to
nazywane jest rOwnaniem Haldane.

Tabela 5.1. Rownania opisujace kinetyke wzrostu biomasy inhibitowang substratem.

L.p. Autor Model
1 Haldane S?
u= .umaxS/ Ks +S5+ <?>
i
2 Webb S S2
u :.umax5<1 +E>/ K +S+ <E>
3 Aiba _ ( ,umaxS )ex (_ i)
P\ + 9Pk
4 Teissier _ (ex (_ i) ey (_ i>)
# - .umax p Kl p KS
5 Yano -Koga S2 S3
u= .umaxS/ K + S+ <K_1> + (K_22>
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Inne formy rownania kinetycznego zaproponowali Webb(1963), Yano i wsp. (1966),
Aiba 1 wsp. (1968) czy Teissier (1936). W tabeli 5.1 zestawiono postacie tych roéwnan,
zaczerpnigte z prac Singha i wsp. (2008) i Agarry i wsp. (2008). W oparciu o wtasng baze
danych eksperymentalnych wyestymowano state wszystkich wymienionych rownan (metoda
najmniejszych kwadratow, program NLREG (Sherrod (1997)).

Testowane rownania przyblizaja eksperymentalne dane ze S$rednim btedem
procentowym nie przekraczajagcym 11% (rys.5.3). W zwiazku z tym w dalszej cz¢$ci pracy
dla opisu wzrostu szczepu Pseudomonas fluorescens PCM 2123 na octanie winylu stosowane
bedzie rownanie Haldane (ey = 8,42%) w postaci:

0,1202-S 5.3

H: SZ

17,195+ S + WBB

Niestety nie mozna porownaé rezultatow przeprowadzonych badan z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw gdyz w literaturze nie znaleziono danych dotyczacych

kinetyki biodegradacji octanu winylu przez mikroorganizmy.

0,10
+10%
0,08 - 10%
*x 29
£ 0,06
—
x %
3. x
0,04 -
°*
0,02 T r :
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
(unet)obl
¢Haldane OAiba XTeissier

Rys.5.3. Poréwnanie wartosci pnet otrzymanych eksperymentalnie i obliczonych z rownan Haldane,
Aiby i Teissiera.

W celu wyznaczenia postaci 1 statych réwnania opisujgcego szybkos¢ biodegradacji
styrenu przez szczep Pseudomonas sp. E-93486 zastosowano procedury opisane powyze;j.
Badania obejmowaty seri¢ hodowli prowadzonych dla réznych poczatkowych dawek
substratu wzrostowego, zmienianych w zakresie od 5 g-rn'3 do 90 g-m"g. Stosowany zakres
zmian stezenia substratu jest $ci§le zwigzany z warunkami hodowli adaptacyjnej okreslonymi
przez dostawce mikroorganizméw. Przebieg pojedynczego eksperymentu w postaci krzywej
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wzrostu populacji oraz ubytku substratu dla poczatkowego stezenia styrenu réwnego 90 g-m™

przedstawia rysunek 5.4.
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Rys. 5.4. Krzywe ubytku substratu i wzrostu biomasy dla roznych poczatkowych stezen styrenu

w roztworze. S$p=90 g-m>.
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Rys.5.5. Wykres zaleznosci Sio/ 15=f(Sio) dla biodegradacji styrenu przez bakterie Pseudomonas sp.

E-93486.

Zgromadzona w ten sposob baz¢ danych y4=f(Sip) przedstawiono na rysunku 5.5

w formie zaleznos$ci Sio/15=f(Si0).

Nieco wyzszy wspotczynnik korelacji (R220,992) otrzymano korelujagc dane

rownaniem kwadratowym, co wskazuje na niewielkg inhibicje wzrostu biomasy przy

wigkszych stezeniach substratu wzrostowego. Dla dostgpnych w literaturze zaleznoS$ci

opisujacych tego typu wzrost mikroorganizmow wyestymowano wartosci statych (metoda
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najmniejszych kwadratow, program NLREG (Sherrod (1997)). Wyestymowano réwniez state
réwnania Monoda, ktére w badanym zakresie zmian stezenia substratu wzrostowego, rowniez
w miar¢ poprawnie przybliza dane eksperymentalne.

Wszystkie testowane zaleznos$ci przyblizaja eksperymentalne dane ze $rednim btedem
procentowym ey nie przekraczajacym 7%. W dalszej czeSci pracy dla opisu wzrostu szczepu

Pseudomonas sp. E-93486 stosowane bgdg rownania:

- Haldane (ey = 5,5%)

0,1029 -S 5.4
U= Sz
3,514 +S + 265.26
- Monoda (ey = 6,3%)
~0,0818-S 5.5
K= T451+5

Pomimo duzego zainteresowania badaczy biodegradacjg styrenu - pierwsze prace
ukazaty si¢ juz w latach siedemdziesigtych XX wieku - niewiele publikacji po§wigcono
kinetyce biodegradacji tego zwigzku. Dost¢pne dane literaturowe (Cox i wsp. (1997), Jorio
i wsp. (2005), Jung i Park (2005), Babaee i wsp. (2010), Yu Jian-ming i wsp. (2014))
przedstawiono na wykresie w postaci zaleznosci wlasciwej szybkosci asymilacji substratu od

stezenia styrenu (rys.5.6).

0,5
~—#— Pseudomonas sp. E-93486
0’45 2K —— |Industrial activated sludge (Babaee i wsp.2010) —
\ Mixed culture (Jorio i wsp. 2005)
0v4 —*— Exophialajeanselmei (Coxiwsp. 1996) —
\ —e— Rhodococcus pyridinovorans PYJ-1 (Jung i Park 2005)
0’35 \\ —&— Pseudomonas putida (szczep WJ) (Yu Jian-mingiwsp. 2014) ]
0,3

0,25

0,2

0,15

0.1 1

0,05 1

szybkos¢ degradacji substratu g, h-*

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

stezenie substratu S;;, g-m3

Rys. 5.6. Poréwnanie uzyskanych przez réznych autoréw zaleznosci wtasciwej szybkosci
biodegradacji styrenu od poczatkowego st¢zenia tego zwiazku w roztworze.
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Analizujgc przedstawione powyzej poréwnanie danych literaturowych oraz wyniki
wilasnych badan stwierdzono, ze jedynie stosowane przez Coxa i wsp. (1997) grzyby
Exophiala jeanselmei wykazywatly znacznie wyzsza aktywno$¢ niz badane w niniejszej pracy
i pracy Yu Jian-minga i wsp. (2014) szczepy z rodzaju Pseudomonas. Nalezy przy tym
zauwazy¢, ze aktywnos$¢ wspomnianych grzybow gwaltownie malata ze wzrostem stezenia
substratu w roztworze podczas gdy bakterie Pseudomonas sp. wykazywaly znaczna
odpornos$¢ na inhibitujacy ich wzrost wptyw wyzszych stezen styrenu. Cecha ta powoduje, ze
testowany szczep mozna zarekomendowac jako dobry materiat biologiczny do zastosowania
w przemystowych procesach oczyszczania powietrza i §ciekdw ze styrenu. Szczep pracujacy
stabilnie w szerokim zakresie zmian st¢zenia zanieczyszczenia zapewni rowniez stabilng

efektywnos¢ procesu.

5.3. Szybkos$¢ biodegradacji substratu

W procesach oczyszczania powietrza lub $ciekéw kluczowym parametrem,
stanowigcym o efektywnos$ci zastosowanej metody, jest stopien konwersji rozktadanego przez
mikroorganizmy zanieczyszczenia. Parametrem umozliwiajacym transformacj¢ rownania,
opisujagcego szybkos$¢ wzrostu mikroorganizméw, w roéwnanie, opisujace szybkosé
biodegradacji substratu wzrostowego jest tzw. wspotczynnik wydajnosci biomasy Yxs .
Ubytek masy substratow wzrostowych, ktorymi w niniejszej pracy sa lotne zwiazki
organiczne, przy zalozeniu ze pomigdzy gazem 1 cieczga ustala si¢ stan réwnowagi

termodynamicznej, powigzany jest ze wzrostem stg¢zenia biomasy zaleznoS$cig (Jorio 1 wsp.,

2005);

dt — (dops dt V' 9t
gdzie
mg = VlSl + I{ng = VlSl + I{(]H*Sl 5.7

to masa substratu wzrostowego (lotny zwiazek organiczny) dodana do reaktora, H* to tzw.
wspotczynnik podziatu substratu (bezwymiarowa stata Henry’ego), natomiast Vy i V| to
objetos¢ fazy gazowej 1 ciekte] w reaktorze.

Roéwnanie 5.6 zapisa¢ mozna w postaci:

dX, V,+ HV, ds, V,+ HV, 5.8
Ty = W = (Yxs)obs (Tg> (_ E) = (Yxs)obs <Tg Ts

lub
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1 dX, . V 5.9
Unet = )TDW = (Yxs)obs (1 +H Vg) qs
gdzie
_ 1 dS, 5.10
= 7%, dt

to tzw. wlasciwa szybkos¢ konsumpcji substratu.

Calkujac zaleznos¢ (5.6) w przedziale czasu trwania testu otrzymuje si¢ zalezno$¢:

|74 5.11
Xp = Xpo + (Yes)obs (1 + H* Vi) (S0 —S1)

w ktorej
M 5.12

Sip = ———
YTV +HY,

to poczatkowe stezenie substratu wzrostowego w roztworze. Z réwnania (5.11) wyznaczy¢

(Y ) _ (Xb _XDO) Vl 5.13
xs70bs =\ S — S 1\ + HYY,

mozna warto$¢ (Yys)ops:

Jesli w fazie zrbwnowazonego wzrostu substrat wzrostowy wyczerpywany jest catkowicie
(S; = 0) wowczas zaleznos¢ 5.13 upraszcza si¢ do postaci:

Xb — Xno 5.14
(Yes)obs = T mg,

4

Jak wida¢, dla wyznaczenia wspolczynnika wydajnosci konieczne jest $ledzenie
w trakcie kazdej hodowli zmian w czasie st¢zenia substratu wzrostowego. Na rysunku 5.7
przedstawiono wyznaczone eksperymentalnie zmiany warto$ci stezen octanu winylu
W postaci zaleznosci S)/Sj = f(t).

Jak mozna zauwazy¢ na rys.5.7, po dodaniu do biostatu okreslonej porcji octanu
winylu obserwuje si¢ wyrazny ubytek substratu, ktéremu nie towarzyszy wzrost stezenia
biomasy. Jest to stosunkowo krotki przedzial czasu, wynoszacy ~ 0,33 godziny. Dla
sprawdzenia, czy jest to cecha badanego uktadu przeprowadzono seri¢ doswiadczen przy
takich jak w badaniach kinetycznych parametrach lecz z nieaktywnymi komorkami
bakteryjnymi. Eksperyment przeprowadzono dla dwoch wartosci stezen octanu winylu: 185,4
g'm*i123,6 g'm™. Dla obu testowanych stezef, po 4 godzinach trwania eksperymentu, nie

stwierdzono znaczgcych zmian w stezeniu substratu w roztworze.
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Rys. 5.7. Profile zmian stezenia octanu winylu w czasie pojedynczych hodowli szczepu P. fluorescens
PCM 2123 w obecnosci roznych wyjsciowych dawek substratu.

W zwigzku z powyzszym dla omawianego ukladu pomiarowego obserwowany
wspotczynnik  wydajnosci  wyznaczano dla okresu hodowli roéwnego okresowi
zrbwnowazonego wzrostu mikroorganizmow. W tym celu dla kazdej hodowli sporzadzano
wykres AX, = f(-48)) i z pochylenia prostej, ktoérg aproksymowano punkty doswiadczalne,
odczytywano szukang warto$¢ (Yxs)obs (rys.5.8)

y =0,3562x - 7,1901
R?=0,9837

Rys.5.8. Sposéb wyznaczania wspotczynnika wydajnosci biomasy (Yys)oss (Sio = 124,6 g -m’®).

Dla badanego uktadu wspotczynnik wydajnosci biomasy nie zmieniat si¢ znacznie ze
zmiang stezenia substratu wzrostowego, a co za tym idzie ze zmiang wlasciwe]j szybkosci
wzrostu. Srednia warto§¢ tego parametru, wyznaczona jako $rednia calkowa

W rozpatrywanym przedziale zmian stezenia octanu winylu, wynosi (Yys)obs = 0,37 b* 25
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Dla drugiego z badanych lotnych zwigzkow organicznych, tj. styrenu, profile zmian

stezenia substratu wzrostowego przedstawiono na rys.5.9.

1 ¢7,5g/m® |
Py ®20g/m?
30g/m?
0,8 ONSNE n m50g/m?
RN =
0,6 S + +908/mi—
BN
0,4 A

0,2

czas, h

Rys.5.9. Profile zmian stezenia styrenu w czasie hodowli okresowych szczepu
Pseudomonas sp. E - 93486.

W przypadku tego substratu nie odnotowano zmian jego st¢zenia w czasie lagfazy,
I praktycznie cala dawka styrenu, dodana na poczatku hodowli, zuzywana byta w fazie
wzrostu wyktadniczego. Na rysunku 5.10 zestawiono otrzymane wartosci (Yxs)obs: Srednia
warto$§¢ tego parametru, wyznaczona jako $rednia calkowa w rozpatrywanym przedziale

zmian stgzenia styrenu, Wynosi (Yxs)ops= 0,72 gp- gs'l.

0,8 'Y & <*

0,6 *

0,4

0,2

wspoétczynnik wydajnosci (Yys)obs

0 20 40 60 80 100

stezenie substratu S, g-m3

Rys.5.10. Wspotczynnik wydajnosci biomasy dla roznych poczatkowych stezen styrenu (czerwona
linig zaznaczono $rednig wartos$¢ (Yys)obs)-
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5.4. Wplyw temperatury na szybko$¢ wzrostu mikroorganizméow

Jednym z parametréw majacych wplyw na na przebieg proceséw z udzialem
mikroorganizmoéw jest temperatura. Wszystkie reakcje mikrobiologiczne to reakcje
enzymatyczne, a dla wigkszos$ci enzymow optymalna temperatura ich aktywnosci miesci si¢
miedzy 20 a 45°C. Stad w wigkszosci prac po$wieconych mikrobiologicznemu rozktadowi
organicznych zanieczyszczen wskazuje sie temperature 25-30°C jako optymalng dla
przebiegu procesu (Bandyopadhyay i wsp. (1998), Jung i wsp. (2005)). Jesli dla opisu
szybko$ci wzrostu mikroorganizméw mozna zastosowa¢ model Monoda, woéwczas
parametrem zaleznym od temperatury jest maksymalna szybko$§¢ wzrostu, a zatem:

E 5.15
= -9 (- £
gdzie E to energia aktywacji reakcji, niezalezna od temperatury badz stezenia. Nie jest
jednoznacznie ujety wplyw temperatury na statg poinasycenia Kg w tym modelu. Najczgsciej
jednak, wyznaczajac wptyw zmian temperatury na szybko§¢ wzrostu biomasy zaklada sig, iz
statla potnasycenia jest niezalezna od tego parametru (Wang i wsp. (1996), Jahan i wsp.
(2008), Pastawski i wsp. (2009)). Sytuacja jest bardziej ztozona jeSli szybko$¢ wzrostu
mikroorganizmoéw jest opisana réwnaniem Haldane, gdyz w tym przypadku wszystkie
parametry modelu sa funkcja temperatury. Z tego wzgledu zalezno$¢ szybkoSci wzrostu

biomasy od temperatury wyznaczono jedynie dla procesu wzrostu szczepu Pseudomonas sp.

E-93486 na styrenie, ktory z zadowalajgca doktadnos$cig, opisa¢ mozna rownaniem Monoda.

-2,2 T T T T T
0,00328 0,0033 0,00332 0,00334 0,00336 0,00338 0,0034

-2,3

-2,4
# -\.\
-2,6

-2,7

N Loy

-2,8

-2,9

T

Rys.5.11.Wykres zalezno$ci WyKresu [np,q = f (%)
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Eksperymenty prowadzono dla poczatkowego stezenia styrenu réwnego 20 g-m’™
zmieniajac jedynie temperature ukladu w granicach 22 - 32°C. Dla kazdej hodowli

sporzadzano wykres InXy, = f(t), z ktérego odczytano nastepnie warto$¢ umax. Uzyskano w ten

sposob baze danych umax=f(T), ktora wykorzystano do sporzadzenia wykresu (np,q = f (%)

(rys.5.11). Punkty eksperymentalne aproksymowano linig prosta. Dla zakresu temperatur 22-
30°C otrzymano nastepujace warto$ci parametrow rownania Arrheniusa:

E=29,249 k J-mol - K

A =9100,64 h*
Stosunkowo mata warto$¢ energii aktywacji reakcji wzrostu szczepu Pseudomonas sp. E-
93486 w obecnosci styrenu wskazuje, iz w badanym zakresie zmian temperatury reakcja nie

jest wrazliwa na te zmiany.
6. WYZNACZENIE PARAMETROW PRZEMIANY PODSTAWOWEJ

Obserwowany wspotczynnik wydajnosci (Yxs)obs nie jest wielkoScig stata, poniewaz
substrat zuzywany jest nie tylko na wzrost biomasy, ale rowniez na produkcje energii,
niezbednej dla procesow podtrzymujacych funkcje zyciowe mikroorganizméw (ang. cellular
maintenance, maintenance energy).

W modelu Pirta (1965) zatozono, ze na podtrzymanie funkcji zyciowych mikroorganizmow,
nie zwigzanych ze wzrostem, zuzywana jest cze$¢ substratu. Szybko$§¢ asymilacji substratu

wprowadzanego do hodowli opisano wiec zaleznoscia:

ds, 1 6.1
e e (5 et + X
dt (YXS)TY'LCLX xmet erp

gdzie ,m.” to wspdlczynnik przemiany podstawowej (ang. maintenance coefficient),
uwzgledniajacy wszystkie, oprocz wzrostu, funkcje mikroorganizmow. Wedlug oryginalnej
definicji ,,me” ma stalg wartosc.

W  eksperymentach prowadzonych w reaktorach zbiornikowych (periodycznych badz
przeplywowych) wyznaczana jest, zdefiniowana przez Monoda, warto$¢ obserwowanego
wspotczynnika wydajnosci:

£ 2
(Yxs)obs == 6

22



Zgodnie z teorig Pirta, ry= (rx)g = HgX, a (I's) opisane jest zaleznoscia (6.1). Podstawiajac te
zalezno$ci do rownania (6.2) otrzymano:
1 _ 1 m, 6.3
Cadors .~ Gndmax * Hg

Zalezno$¢ (6.3) wskazuje, ze jesli prawdziwe jest zatozenie, iz (Yxs)max 1 Me sa wielkoSciami
statymi, t0 (Yxs)obs Zmienia si¢ wraz ze zmiang wiasciwej szybkosci wzrostu.

Réwnanie (6.3) wykorzystane zostanie do wyznaczenia wartosci maksymalnego
wspotczynnika wydajnosci 1 wspotczynnika przemiany podstawowej Me.

Aby wyznaczy¢ potrzeby badanych mikroorganizméw zwigzane z przemiang
podstawowa, konieczne jest przeprowadzenie serii hodowli w idealnym reaktorze
zbiornikowym przeptywowym (CFSTB, ang. continuous-flow stirred tank bioreactor).
Zaktadajac idealne wymieszanie w catej objetosci reaktora, bilans masowy ,,i” tego sktadnika

mieszaniny reakcyjnej ma posta¢ (Ledakowicz (2011)):

d(c;V, 6.4
(dlt 2 =VoCpo —V*C £ 1y

Poniewaz Vo*=V*, zatem stala jest rOwniez objetos¢ ptynu w chemostacie (V,=const).
Po odpowiednim czasie uktad osigga stan ustalony a réwnanie bilansowe przyjmuje postac:
D(Co—C)xr; =0 6.5
gdzie D = [;—0 to szybko$é rozcieficzania, D h™ (ang. dilution rate)

Zgodnie z powyzszym roOwnaniem, bilans wzrostu biomasy w chemostacie ma postac:
D(Xpo — Xp) + tnetXp =0 6.6
Poniewaz mieszanka dostarczana do chemostatu jest sterylna, zatem Xpo= 0 i rownanie (6.6)
upraszcza si¢ do:
D = pnet 6.7
co oznacza, ze komorki sg usuwane z chemostatu z szybkoscig rowna szybkosci ich wzrostu.

Bilans masowy substratu wzrostowego w stanie ustalonym, uwzgledniajac zaleznos¢ (6.1),

ma postac:
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6.8

Vs (Si0 = S0 - (Rhnec + meXy ) = 0

(o
" (Yxs)max
Podstawiajac (I'y )net = net Xp , @ nastepnie D W miejsce wnet (rbwnanie 6.7), otrzymuje sig¢:

S0 — S _ 1 n me 6.9
Xb (Yxs)max D

ale
Sw—=S 1 6.10
Xb (Yxs)obs

Ostatecznie wigc zalezno$¢ (6.9) przybiera postaé:

1 1 . m 6.11
(Yxs)obs (Yxs)max D

Wykonujac seri¢ eksperymentéw w bioreaktorze przeptywowym (chemostacie), pracujacym
w stanie ustalonym przy Sp=const, lecz roznych szybko$ciach rozcienczania, i wyznaczajac

dla kazdego eksperymentu odpowiadajgcg mu warto$¢ (Yys),ps, Otrzymuje sie zbiér danych,

1
(Yxs)obs

umozliwiajacy sporzadzenie wykresu =f(3). Zgodnie z zalezno$cig (6.11
D

z wykresu tego odczyta¢ mozna warto$ci (Yxs)max | Me (rys.6.1).

1

(Yxs )obs

tga=m,

1
(Y6 )ma —+

D
Rys.6.1. Tlustracja sposobu wyznaczenia wartos$ci (Yys)max 1 Me.

Z kolei wykonujac seri¢ eksperymentow przy takiej samej szybko$ci rozcieficzania

(D=const), ale roznym stezeniu substratu wzrostowego w pozywce zasilajacej chemostat (Syo),
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sporzadzajac wykres Xp*=f(Sjo-S."), gdzie * oznaczono stezenia biomasy i substratu w stanie
ustalonym, wyznaczy¢ mozna warto$¢ obserwowanego wspotczynnika wydajnosci (rys.6.2).

h

tga«:(Yxs)obs

S-S

Rys.6.2. Ilustracja sposobu wyznaczenia wartosci (Yys)obs-

Kazda hodowlg ciagla rozpoczynano jako hodowle okresowa i dopiero po osiggnigciu
fazy wzrostu logarytmicznego zaczynano dozowaé sterylng pozywke, zawierajaca okreslong
dawke substratu wzrostowego, i z taka samg predkoscig usuwaé z reaktora ptyn hodowlany.
Kazda hodowla ciagta, po osiggnigciu stanu ustalonego (zmiany stezenia substratu i biomasy
nie przekraczajace 3% w kolejnych analizach), utrzymywana byla co najmniej przez czas
niezbedny do siedmiokrotnej wymiany fazy ciekltej w chemostacie. W trakcie hodowli,
metodami opisanymi w rozdziale 5, oznaczano st¢zenia biomasy i substratu limitujacego

wzrost.

6.1. Parametry kinetyczne hodowli ciaglej

Dla wyznaczenia wartoSci  (Yys)ops Procesu wzrostu szczepu Pseudomonas
fluorescens PCM 2123 na octanie winylu przeprowadzono seri¢ doswiadczen dla szybkosci
rozcieficzania D= 0,072 h™!, zmieniajac w kolejnych hodowlach stezenie substratu w pozywce
dostarczanej do reaktora w granicach 15 — 123,6 gm™. Nalezy podkresli¢, ze pomiary byty
bardzo trudne do przeprowadzenia z powodu odkladania si¢ biofilmu na elementach
wyposazenia chemostatu. Na rysunku 6.3 pokazano przebieg zmian st¢zenia biomasy i octanu

winylu w trakcie jednej z kilku hodowli ciggtych.
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¢ octanwinylu

Akwas octowy
®absorbancja

Rys.6.3. Zmiany stezenia biomasy i octanu winylu w trakcie hodowli cigglej szczepu P. fluorescens

PCM 2123 prowadzonych przy szybkosci rozcienczania D= 0,072 h™ i $9=123,6 g'm™.

Dla kazdej hodowli ciggtej okreslano st¢zenie biomasy i ilos¢ wykorzystywanego
substratu w stanie ustalonym, a w oparciu 0 wyniki tych hodowli sporzadzono wykresy
Xp*=f(Sio— S.") (rys.6.4). Wspotczynnik kierunkowy prostej, aproksymujacej eksperymentalne

dane, okresla szukang warto$¢ (Yys) ops-

y =0,369x
R?=0,968

Rys.6.4. Wykres zaleznosci Xp* = f(So— S, ) dla réznych stezen octanu winylu w pozywce zasilajace;
reaktor D=0,072 h™,

Stosujac identyczng procedure wyznaczono warto$¢ (Yys)ops dla procesu wzrostu szczepu

Pseudomonas sp. E-93486 na styrenie, otrzymujac warto$¢ (Yys)ops = 0,681 g gs™ (rys.6.5)
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Rys.6.5. Wykres zaleznosci Xo* = f(Sp— S dla r(')inychl stezen styrenu w pozywce zasilajacej reaktor
D=0,072 h™.

Kolejng seri¢ doswiadczen wykonano utrzymujgc state stgzenie octanu winylu
W strumieniu  zasilajacym chemostat (123,6 g-m™), natomiast zmieniano szybko$é
rozcienczania reaktora D. Niestety, z powodu intensywnego obrastania powierzchni
elementow wyposazenia reaktora biofilmem, nawet dla bardzo duzych szybkosci

rozcienczania (D=0,48) nie udato si¢ osiggna¢ punktu wymywania biomasy (ang. wash — out)
(rys.6.6).

®octan winylu ®hiomasa

Rys.6.6. Zmiany st¢zenia biomasy szczepu P. fluorescens PCM 2123 i substratu wzrostowego w

reaktorze przy roznej szybkosci rozcieficzania. Sy = 123,6 g-m™.
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Korzystajac z wynikow tych eksperymentow, dla wyselekcjonowanych punktow
wyznaczono wartosci wspolczynnika przemiany podstawowej me=0,0251 gow'gsm. -h™ oraz
maksymalnego wspotczynnika wydajnosci (Yxs)max=0,4633.

W hodowlach szczepu Pseudomonas sp. E-93486 st¢zenie styrenu w pozywce

3

mineralnej zasilajgcej reaktor utrzymywano na poziomie 25 g-m™, natomiast zmieniano

predkos¢ jej dozowania ( 0,035; 0,05; 0,072; 0,15 0,2 h™) (rys.6.7).

25

N
o
1

[N
(4]
1

(é)]
1

stezenie styrenu w reaktorze S;, g-m3
=
o

T Oo— 0 T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

o

predkosé wymywania D, ht

| Wbiomasa Ostezenie styrenu |

Rys.6.7 Zmiany stezenia biomasy i Styrenu w reaktorze przy réznej szybkosci rozcienczania.
So=25 g-m’g.

Zgodnie z przedstawiong powyzej procedura, dla hodowli ciaglych, prowadzonych

przy D= 0,035; 0,05; 0,072 i 0,1 ht wyznaczano warto$ci (Yxs)obs, ktore w formie zaleznosci

1

= f(1/D) przedstawiono na rys.6.8.

(Yxs)obs
2,5
2
15 / —
0
- y = 0,0165x + 1,095
2 R?= 0,992
z
—
0,5
0 T T 7
0 10 20 30 40
1/D

Rys.6.8. Wykres zalezno$ci 1/Yxs ops =f(1/D) dla S, =25 g-m'3.
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Wyznaczono w ten sposoéb wartosci wspoOtczynnika przemiany podstawowej
(m¢=0,0165 h'l) oraz maksymalnego wspotczynnika wydajnosci (Yxs)max=0,913 dla procesu
wzrostu szczepu Pseudomonas sp. E-93486 na styrenie.

Dla wyznaczenia maksymalnej warto$ci wilasciwe] szybkoSci wzrostu szczepu

Pseudomonas sp. E-93486 na styrenie wykorzystano metode, zaproponowang przez Pirta
I Calowa, przedstawiong w pracy Esenera i wsp. (1981).
Hodowlg ciagla prowadzi si¢ przy szybkosci rozcienczania D mniejszej niz przewidywana,
maksymalna warto$¢ wilasciwej szybkosci wzrostu, a po uzyskaniu stanu stacjonarnego
zwicksza si¢ warto$¢ D tak, aby D+AD > pmax. Z bilansu biomasy w chemostacie, po
scatkowaniu, otrzymuje si¢ zaleznos¢:

InXy, = (Umax — D)t + InXy 6.12

gdzie Xy to poczatkowe stezenie biomasy (w momencie zwigkszenia warto$ci szybkosci
rozcienczania). Wykres zaleznosci In (X—b) = f(t) jest wiec prosta, z ktorej wspdtczynnika
bo

kierunkowego obliczy¢ mozna szukang warto$¢ maksymalnej wtasciwej szybkosci wzrostu.

Zatozono wiec hodowle szczepu Pseudomonas sp. E-93486 w chemostacie zasilanym
pozywka mineralng zawierajaca 25 g-m™ styrenu i przez 4 dni utrzymywano stan ustalony
przy predkosci rozcienczania D=0,072 h™*. Stan ten zaburzono w kolejnym dniu, zwickszajac
predkos¢ rozeienczania do D=0,184 h™. W ciagu 6 godzin absorbancja zawiesiny spadia
20,028 do 0,017. Po tym czasie wroécono do pierwotnej predkosci rozcienczania. Po
uzyskaniu stanu ustalonego hodowli ponownie zmieniono predko$¢é rozcienczania do
D=0,212 h™. Zmiany stezenia biomasy w czasie, gdy pozywke dozowano ze zwickszong
szybkoscig przedstawiono na rys.6.9 za§ w tabeli 6.1 zestawiono wyliczone warto$ci
maksymalnej wlasciwej szybkosci wzrostu.

Tabela 6.1 . Zestawienie warto$ci pmax Wyznaczonych w hodowlach ciagtych.

D, h' pmax, h?
0,072/0,184 0,1078
0,072/0,212 0,1031

Otrzymane wartoéci sa wyzsze od wyznaczonej w hodowli okresowej (umax = 0,082 h™) ale

znacznie blizsze tej warto$ci niz wyznaczone z pomiardw punktu wymywania biomasy.
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Rys. 6.9. Przyktady sposobu wyznaczania maksymalnej szybko$ci wzrostu mikroorganizméw.
Szczep Pseudomonas sp. E-93486 rosngcy w obecnosci styrenu.
a- D=0,072/0,184 h* i b - D=0,072/0,212 h™.

W tabeli 6.2 porownano wartosci (YXS)ops Wyznaczone w trakcie badan z wartoSciami
tego wspotczynnika wyliczonymi z roéwnan 6.1 i 6.2. Zaréwno dla styrenu jak i dla octanu
winylu réznice pomigdzy wyznaczonymi do§wiadczalnie a wyliczonymi z zaproponowanych
réwnan wspotczynnikami wydajnos$ci nie przekraczaja 10%.

Tabela 6.2 Porownanie wartosci (YXS)qps Wyznaczonych w trakcie badan z warto$ciami wyliczonymi.

substrat Dht (YXS )ops- Wynik (YXS)obs - Wyliczone
pomiarow Z rownania 6.1 lub 6.2
styren 0,072 0,681 0,755
octan winylu 0,072 0,369 0,399

6.2. Weryfikacja opracowanych modeli kinetycznych

Dysponujac wyznaczonymi eksperymentalnie krzywymi wzrostu biomasy oraz ubytku
substratu wzrostowego mozna zweryfikowac¢ opracowane modele kinetyczne.
Aby otrzymac obliczeniowe profile zmian st¢zenia biomasy 1 styrenu w trakcie hodowli

okresowej nalezy rozwiaza¢ uklad rownan rézniczkowych:

6.13

de .umaxSle ( t)

s || 1—exp(——

A\ ko +5+5L :

S l Ki
as; 1 (de) +mX 6.14
_ 2t m
dt ~ (Yes)max \ dt «°r

w ktorym ostatni czton po prawej stronie zaleznosci 6.13 uwzglednia istnienie fazy adaptacji

0 czasie trwania t; (Ledakowicz (2011)).

30



Podstawiajagc wyznaczone w niniejszej pracy wartosci parametrow powyzszego ukladu

rOwnan otrzymano:

6.15
dx, 0,10295,X, t
dt S? 1—exp <_ t_>
l l
3,514 + S; + 26576
ds; 1 /dX, 6.16
~dt 0913 (d_t) 00165,
Uktad rownan (6.15-6.16), przy warunku poczatkowym:
gdy t =0 wowczas X, =Xpo i S;=S)0 6.17

rozwigzano metoda Rungego-Kutty 4 rzedu, wykorzystujac program, napisany w jezyku
Turbo-Pascal. Na rys.6.10, dla przyktadu, porownano eksperymentalne i obliczone
z zalezno$ci 6.15 1 6.16 profile zmian stgzenia biomasy i styrenu w czasie, dla wartosci

poczatkowych stezenia substratu wzrostowego rownego S;p=90 g-m’3

140 4
120 - » X
[ ]
X
e °
100 - X %
X @
o r % ® é ©
£ 80 - X5 ]
£ ® L}
£ g0 * 2 X
c b X
8 s = ® ® e X
@ [} X
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P X
20 ® X
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Rys.6.10. Profile zmian stezenia biomasy i styrenu dla stezenia poczatkowego substratu
S1v=90 g-m-3,e e - punkty doSwiadczalne; **- dane obliczeniowe

Dla wszystkich punktéw eksperymentalnych, w catym zakresie zmian steZenia
styrenu, uzyskano satysfakcjonujaca zgodnos¢ danych obliczeniowych i eksperymentalnych.

Poniewaz w badaniach procesu biodegradacji octanu winylu przez szczep
Pseudomonas fluorescens PCM 2123, obserwowano ubytek substratu nie tylko w fazie

wzrostu wykladniczego, zatem zmodyfikowano sposob weryfikacji opracowanych réwnan
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kinetycznych. W pierwszej kolejnosci, z danych eksperymentalnych okreslano stezenie
substratu po fazie zastoju, wielko$¢ te oznaczono symbolem S}

Nastepnie z uktadu réwnan :

6.18
dx, 0,12025,X,

dt St
17,195+ §; + WlSB

s, 1 (de 6.19

~dt 0463 W) +0,02515%,

obliczano profile st¢zen biomasy 1 substratu wzrostowego rozwigzujac powyzszy uktad

metoda Rungego-Kutty 4 rzedu przy warunku poczatkowym:

gdyt = tl wowczas Xb = XbO i Sl = SlL 6.20

Rys.6.11 Profile zmian stezenia biomasy i octanu winylu dla stgzenia poczatkowego
substratu S,;=154,5 g-m™. e e - punkty do$wiadczalne; **- dane obliczeniowe

Na rysunku 6.11 poréwnano obliczeniowe i eksperymentalne profile zmian stezenia
octanu winylu i biomasy szczepu Pseudomonas fluorescens PCM 2123 w czasie hodowli
okresowej dla Sp=154,5 g'm® Mozna zauwazyé, ze obliczone z modelu, a wiec
Z intensywnosci wzrostu biomasy, st¢zenia octanu winylu w koncowej fazie zrbwnowazonego
wzrostu sg nizsze od oznaczanych eksperymentalnie. Mozna sadzi¢, ze gdy konczy si¢
obfito$¢ substratu, woéwczas mikroorganizmy wykorzystuja zapasy energii zgromadzone

w pierwszej fazie hodowli. Stad oznaczane w eksperymentach stezenie substratu maleje nieco

32



wolniej niz wynikaloby to z opracowanego modelu, a substrat zuzywany jest rowniez po

zakonczeniu fazy wzrostu wyktadniczego.

7. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Wyniki eksperymentdéw przedstawione w niniejszej rozprawie zamykaty pierwszy etap
badan nad opracowaniem efektywnej metody oczyszczania powietrza z lotnych zwigzkow
organicznych w bioreaktorze struzkowym. Byl to etap decydujacy o efektywnosci
opracowywanej technologii. Od aktywnosci wybranych szczepdéw, ich selektywnosci
I odpornosci na zmieniajace si¢ w czasie stgzenia zanieczyszczen zalezy bowiem stopien
przemiany substratu, a wigc stopien oczyszczenia powietrza.

W prezentowanej pracy jako testowe zanieczyszczenia, rozkladane przez
wyselekcjonowane mikroorganizmy, wybrano dwa zwigzki z grupy lotnych zwigzkow
organicznych, r6znigce si¢ budowa chemicznag: sa to alifatyczny ester—octan winylu i zwigzek
aromatyczny-styren. Réznice w ich budowie chemicznej implikujg ich biodegradowalnos¢.
Uwaza si¢ powszechnie, Ze estry alifatyczne tatwo ulegaja biodegradacji, natomiast zwigzki
zawierajace pierscien benzenowy sg trudniejsze do roztozenia przez mikroorganizmy bowiem
wymagaja znacznie wickszego naktadu energii na rozerwanie pier$cienia.

Przedstawione w niniejszej] pracy badania wykazaly, ze wyselekcjonowane
mikroorganizmy z poréwnywalng intensywno$cig wzrastajg na testowanych substratach
(rys.7.1). Nie oznacza to oczywiScie, ze z jednakowa szybkoscig zuzywaja substrat, bedacy
dla nich jedynym zrodlem wegla 1 energii.
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Rys.7.1. Wykres zalezno$ci wlasciwej szybkosci wzrostu mikroorganizméw od poczatkowego

stezenia substratu wzrostowego.
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Wyznaczone w pracy warto$ci wspotczynnikow wydajnosci biomasy w stosunku do
ilosci przetworzonego substratu wskazuja, ze w przypadku octanu winylu tylko ~ 37%

dostepnego wegla jest transformowane na biomase, podczas gdy w przypadku styrenu ponad
72%.

0,25

0,2
T
0,15
4
01 .0 0..

wiasciwa szybkos¢ utylizacji q, h-1

0

0 50 100 150 200 250 300 350 400
stezenie substratu S;;, g-m-3

¢ stvren octan winviu

Rys.7.2 Wykres zalezno$ci wlasciwej szybko$ci biodegradacji substratu od jego stezenia

poczatkowego.

Wyznaczone wartosci wspoOlczynnikow wydajnosci (Yxs)ops umozliwiajg réwniez
obliczenie warto$ci wspotczynnikow stechiometrycznych rownan bilansowych, ktore
przyjmuja postac:

- dla wzrostu szczepu Pseudomonas fluorescens PCM 2123 na octanie winylu ((Yxs)ops=0,37)

CH, 5005 + 0,0307(NH,),S0, + 0,803 0, 7.1
— 0,307 CHy 7900,5Ny » + 0,693 CO, + 0,5657H,0 + 0,031H,50,

- dla wzrostu szczepu Pseudomonas sp. E-93486 na styrenie ((Yxs)obs=0,72)

CH + 0,036(NH,),S0, + 0,8730, 7.2
— 0,36CH; 7900 5N, + 0,6386C0, + 0,284H,0 + 0,036H,50,

Roéwnania powyzsze umozliwiajg oszacowanie zapotrzebowania uktadu m.in. na azot,
a tym samym sg kluczowe dla sterowania procesem oczyszczania powietrza w biofiltrach/
bioreaktorach struzkowych. Wyznaczone eksperymentalnie zaleznosci, opisujace szybkos¢
wzrostu badanych mikroorganizméw oraz wspotczynnikow, umozliwiajacych ich
transformacj¢ na roéwnania opisujagce szybkos¢ wykorzystania substratu wzrostowego,

umozliwiajg ilosciowy opis zjawisk zachodzacych w bioreaktorze.
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W tabeli 7.1 zestawiono wyznaczone w pracy rownania opisujace szybko$¢ wzrostu

wyselekcjonowanych mikroorganizméw w obecnos$ci testowanych substratow oraz parametry

przemian podstawowych.

Tabela 7.1 Podstawowe parametry procesow biodegradacji octanu winylu i styrenu odpowiednio przez

szczepy Pseudomonas fluorescens PCM 2123 oraz Pseudomonas sp. E-93486.

SUBSTRAT
OCTAN WINYLU STYREN
Pseudomonas fluorescens Pseud £.93436
i i seuaomonas sp. E-
Mikroorganizmy PCM 2123 Y
0,1202-S 0,1029-§
Wiasciwa szybko$¢ wzrostu | 4 = o2 u= 5z
- -1
biomasy, h 17,195+ S + (166,88) 3,514+ S + <265,27>
Obserwowany wspolczynnik
wydajnosci 0,37 0,72
(hodowla okresowa), gp-gs™
Obserwowany wspoétczynnik
wydajnosci (hodowla ciagla) 0,369 /0,399 0,681/0,755
eksp / obl
Maksymalny wspolczynnik 0.463 0913
wydajnosci ’ ’
Wspolczynnik przemiany 0.0251 0.0165
podstawowej, h™ ’ ’
Energia aktywacji reakcji, ) 29 25
k J-mol™ K™ ’
8. OZNACZENIA
symbol nazwa jednostka
Unet wlasciwa szybkos$¢ wzrostu netto ht
Uy wlasciwa szybko$§¢ wzrostu brutto ht
Ue wlasciwa szybko$¢ przemiany endogenne;] ht
Umax maksymalna wlasciwa szybko$¢ wzrostu ht
v wspotczynnik stechiometryczny
D szybko$¢ rozcienczania h?
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ey $redni biad procentowy %
E energia aktywacji J - mol™?
H* wspotczynnik podziatu substratu (stata Henry’ego)
Ks stata nasycenia g'm”
Ki stata inhibicji g'm®
M masa molowa g-mol™?!
Mc masa molowa weglomola g-(C—mol)™?
Me wspotczynnik przemiany podstawowe;j ht
Mg masa substratu g
qs wlasciwa szybkos¢ utylizacji substratu ht
r szybko§¢ przemiany g-m3.h71
(" net | rzeczywista szybko$¢ wzrostu biomasy g-m3-h71
(n)g | szybkos§¢ wzrostu mikroorganizmdw brutto g-m3.h71
S stezenie substratu g'm®
T temperatura K
t czas h
ty czas podwojenia h
t) czas trwania lagfazy h
\Y objetosc m’
V* natezenie przeplywu m3.-h™!
Xp stezenie biomasy g-rn'3
weglomolowy wspotczynnik wydajnosci biomasy wzgledem
Y substratu
masowy wspotczynnik wydajnosci biomasy wzgledem
e substratu
(Yes)ops | obserwowany wspotczynnik wydajnosci
(Yys)max | maksymalna warto$¢ wspotczynnika wydajnosci

36




indeks nazwa

stan poczatkowy

substrat

substrat bedacy zrédtem azotu

biomasa

produkt

CO,

woda

faza ciekla

@|—|g|o|v|x|z|n|o

faza gazowa

O

10.
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