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STRESZCZENIE

Ze ztoza biofiltra wykorzystywanego do oczyszczania powietrza, domieszkowanego MIBK,
wyizolowano dziewie¢ szczepow bakterii rozktadajacych te substancje, wykorzystywang jako
jedyne zrédlo wegla i energii. Najaktywniejsze z nich zostaty zidentyfikowane jako Rhodo-
coccus globerulus, Gordonia terrae, Gordonia bronchialis, Bacillus subtilis. Szybkos¢ roz-
ktadania MIBK przez te mikroorganizmy testowano w zakresie jego stezen w powietrzu od
okoto 0,1 do 3 g/mg. Degradowatly one MIBK z szybkoscia, ktorej wartosci maksymalne mie-
Scily si¢ w zakresie od okoto 15 do okoto 50 g/(m*h). Najwicksza szybko$¢ biodegradacji w
suspensji (EC) — 163 g/(m>h) zaobserwowano w przypadku Gordonia terrae.

1. Wstep

Problem usuwania zanieczyszczen emitowanych do atmosfery z przemystowymi gaza-
mi odlotowymi nabiera dzi$§ szczegdlnego znaczenia. Gldwne antropogeniczne zrodta emisji
tych zwigzkow to m.in., transport oraz przemyslty farb i lakieréw, chemiczny, petrochemicz-
ny, koksowniczy, farmaceutyczny, barwnikdéw i tym podobne. Szkodliwo$¢ tych zwigzkow
wynika nie tylko z ich pierwotnej toksycznosci, ale 1 z faktu, ze wiele z nich ulega w powie-
trzu zlozonym przemianom, prowadzacym czgsto do istotnego wzrostu toksyczno$ci emisji.
Szkodliwe emisje mozna ogranicza¢ na wiele sposobow. Jednymi z lepszych ze srodowisko-
wego 1 ekonomicznego punktu widzenia sg metody oparte na naturalnych zdolnosciach mi-
kroorganizmow do biodegradacji substancji organicznych.

Celem pracy bylo poszukiwanie nowych szczepow bakterii zdolnych do rozktadu mety-
loizobutyloketonu (MIBK) oraz charakterystyka ich aktywnosci.

2. Metodyka badawcza
2.1. 1zolacja mikroorganizmow

Mikroorganizmy stosowane w badaniach wyizolowano z przepracowanego ztoza biofil-
tra wielkolaboratoryjnego, usuwajacego MIBK, skomponowanego na bazie kompostu z odpa-
dow miejsko-przemystowych z kompostowni w Raculi i kory sosnowej w stosunku 1:2 [1].
Probki ztoza wielkosci okoto 1 g wprowadzono do 150 cm® plynnej pozywki mineralnej (po-
zywka wg Kojima [2] bez dodatku agaru 1 ekstraktu drozdzowego), umieszczonej w ptuczce 0
pojemnosci 250 cm®. Schemat instalacji badawczej przedstawiono na rys. 1. Po kilku dniach
zasilania, umieszczonych w ptuczkach hodowli, mieszaning powietrza z MIBK o stezeniu 500
mg/m3 obserwowano wzrost zmgtnienia oraz istotne zmniejszenie stezenia MIBK, opuszcza-
jacego pluczki. Z zawiesin pobranych z ptuczek sporzadzono posiew mikrobiologiczny na
podtozu Kojami z jedynym zrédtem MIBK [2]. Inkubacje prowadzono przez 21 dni w eksy-
katorze o pojemnosci 10 dm®, w ktorym dodatkowo ustawiono naczynko z 5 cm® MIBK. Po
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tym czasie izolowano 1 namnazano na pozywce MPA firmy Biocorp, roznigce si¢ pod wzgle-

dem morfologicznym mikroorganizmy.
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Rys.1. Schemat aparatury badawczej; 1 — kolumna nawilzajgca, 2 — rotametry, 3 — zawor, 4 —
pluczka z MIBK, 5 — port poboru probek na wlocie, 6 — filtry bakteryjne, 7 — wylot ptucz-
Ki/pobor prébek, P1 do P4 — ptuczki z zawiesing aktywnych szczepdéw

2.2. Badanie aktywnosci degradacyjnej — eksperyment pluczkowy

Biodegradacj¢ par MIBK w mieszaninach z powietrzem badano przy uzyciu zestawu doswiad-
czalnego, ktorego trzon stanowit zestaw rownolegle zasilanych reaktoréw (rys. 1). Na etapie izolacji
mikroorganizméw uzywano w tym celu phuczek pojemnosci 250 cm?, a w testach kinetycznych phuczek
o pojemnosci 25 cm’. Do kazdej z nich wprowadzano 150 lub 10 pozywki mineralnej i dodawano 2 lub
0,5 cm® inokulum, otrzymywanego metoda sptukiwania skoséw bakteryjnych 3 cm?® soli fizjo-
logicznej. Przez pluczki przettaczano mieszanine par MIBK i powietrza w ilosci 3 — 10 dm?h, przy
stezeniach w zakresie 400 — 2700 mg/m”>. Celem ochrony hodowli w pluczkach, przed zainfekowaniem
mikroorganizmami obecnymi w powietrzu, przed ptuczkami, na drodze strumienia gazow, zainstalowa-
no filtry bakteryjne Anotop 25 0,2 um (Whatman). Postep procesu §ledzono metoda chromatograficzna,
z wykorzystaniem chromatografu gazowego Chrom 4. W badaniach kinetycznych mierzono tez zmet-
nienie hodowli za pomoca spektrofotometru Spekol 11. W oparciu o wyniki analiz chromatogra-
ficznych i dane dotyczace przeptywu mieszaniny par MIBK i powietrza przez ptuczki obli-
czano obcigzenie masowe ptuczki MIBK, catkowitg skuteczno$¢ (sprawnos¢) biodegradacji i
zdolnos$¢ eliminacji zanieczyszczen (wtasciwg szybkos$¢ biodegradacii):
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Vv
gdzie: C; — stezenie MIBK na wlocie/ wylocie, mg/m®;
G — natezenie przeptywu, m/s;
V — objetos¢ zawiesiny, m;
M — obciazenie masowe pluczki MIBK, g/(m? s);
Su — skuteczno$¢ biodegradacii, %;
EC — zdolno$¢ eliminacji zanieczyszezen, g/(m>s).
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3. Wyniki i dyskusja

W trakcie badan wyizolowano 9 szczepoéw bakterii, zdolnych do wykorzystywania
MIBK jako jedynego zrodta wegla i energii. Najaktywniejsze mikroorganizmy zostaly zidenty-
fikowane jako: Gordonia terrae, Gordonia bronchialis, Rhodococcus globerulus, i Bacillus
subtilis dwoma metodami: MIDI i sekwencjonowania 16S rRNA przez laboratorium Micro-
bial ID (Newark, DE, USA).

Wyniki wstepnych pomiaréw kinetyki biodegradacji, wykonane w ,,duzych ptuczkach
jeszcze na etapie izolacji mikroorganizmoéw, roznity si¢ do$¢ znaczaco od wynikéw uzyska-
nych w ,,ptuczkach matych”.
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Rys. 2. Gordonia terrae (a) i Gordonia bronchialis (b): o- szybko$¢ reakcji, g/(m>-h), stopien
eliminacji, % - lewa o$ ,,y”; m — zmetnienie, obciazenie, g/(m*h) - prawa o ,.y”

Maksymalne szybkosci biodegradacji, odnotowane dla szczepéw Gordonia terrae, Gordonia
bronchialis, Rhodococcus globerulus w duzych reaktorach to 163, 128 i 134 g/(m>h) przy
stezeniu MIBK okoto 2700 mg/m®, a w reaktorach matych 49, 54 oraz 19 przy stezeniach
901, 527 i 865 mg/m>. W odniesieniu do szybkoéci biodegradacji mozna sie bylo spodzie-
wac¢ wynikow odmiennych, poniewaz ponizej pewnego obcigzenia, nazywanego obcigzeniem
krytycznym, powinna zachodzi¢ praktycznie liniowa zalezno$¢ pomigdzy szybko$cig biode-
gradacji a obcigzeniem hodowli substratem [3, 4]. Maksymalne obcigzenia zastosowane w tej
pracy, bedace pochodng stezenia, wielkosci przeptywu gazéw i objetosci podtoza (pozywki)
zwykle byly o okoto 1,5 razy wieksze w ptuczkach matych. Prawdopodobnie obcigzenia za-
stosowane podczas doswiadczen w matlych pluczkach byly na tyle wysokie, ze lezaty poza
punktem krytycznym co skutkowalo spadkiem szybkosci i stopnia biodegradacji. Podobne
wyniki uzyskali Ziemianski i in. [5]. Stwierdzili oni, ze mikrobiologiczny rozktad octanu bu-
tylu 1 butanolu zalezy od stezenia poczatkowego badanych zwigzkow oraz od obcigzenia sub-
stratem. Wzrost tego parametru pogarszal efekty biodegradacji tych zwiazkow. Z drugiej
strony, stopien eliminacji zdecydowanie wyzszy przy doswiadczeniach w ptuczkach duzych
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mozna tlhumaczy¢ wolniejszym wyczerpywaniem si¢ sktadnikéw pozywki, mniejszym steze-
niem akumulowanych metabolitow lub obu tymi czynnikami tacznie i odwrotnie. Freedman i
in. [6] w swoich badaniach potwierdzili, ze niedobor azotu i fosforu wptywa na biodegradacje
zwigzkow takich jak: MIBK, MEK, toluen czy p-ksylen. Dodatek tych pierwiastkw popra-
wial usuwanie wyzej wymienionych substancji ksenobiotycznych. Kolejnym powodem
mniejszej aktywnosci szczepow na etapie pomiarow w matych reaktorach mogto by¢ namna-
zanie szczepOw po izolacji i ich przechowywanie na pozywce z fatwo dostgpnym weglem.
Przetrzymywane w takich warunkach szczepy mogly w czesci utraci¢ zdolno$¢ do syntezy
niektorych niezbednych enzymoéw, a jej przywrOcenie wymagatoby ich kondycjonowania w
odpowiednio dobranych warunkach [7]. Zjawisko to czesto obserwowali liczni badacze [8, 9].
Efekt ten mogt by¢ tez powodem praktycznej utraty zdolnosci do rozktadu MIBK przez Ba-
cillus subtilis po przechowywaniu.

4. \WWnioski

Metyloizobutyloketon jest zwigzkiem ktory moze by¢ stosunkowo tatwo biodegrado-
walnym w warunkach tlenowych przez bakterie naturalnie wystepujace w ztozach biofitrow,
w tym na przyktad przez szczepy z rodz. Gordonia sp, Rhodococcus sp., czy Bacillus sp.

Wyizolowane gatunki bakterii Gordonia terrae, Gordonia bronchialis, Rhodococcus
globerulus degradowaty MIBK z maksymalnymi szybko$ciami, odpowiednio 163, 128 i
134 g/(m*h), przy stezeniu MIBK okoto 2700 mg/m°.
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