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STRESZCZENIE

Wyizolowano dwa szczepy bakterii rozkladajacych skutecznie styren: Agrobacterium
rhizogenes i Pseudomanas aeruginosa. Degradowaly one ten zwiazek z maksymalnymi
szybkosciami, odpowiednio 110,5 i 98,5 g/(m*-h).

1. Wstep

Jednym z bardziej uciazliwych dla $rodowiska lotnych zwiazkéw jest styren. Jego
$wiatowa produkcje w roku 2000 mozna szacowa¢ na okoto 30 milionow ton [1, 2].
Konkurencyjnym, ze $rodowiskowego i ekonomicznego punktu widzenia, sposobem
ograniczania emisji do atmosfery takich substancji jest wykorzystywanie naturalnych
zdolno$ci  mikroorganizmoéw  do  biodegradacji  substancji  organicznych  [3-6].
Mikroorganizmy pelniace kluczowa role w centralnym module instalacji oczyszczajacych
oraz optymalne dla ich zycia warunki sa jednak stabo poznane. Wielekro¢ uniemozliwia to w
petni §wiadome projektowanie 1 kontrolowanie pracy tych urzadzen. W szczegodlnosci dla
swego wzrostu potrzebuja one, oprocz wegla zawartego prawie w kazdym zanieczyszczeniu,
takze azotu, fosforu i siarki koniecznych dla syntezy aminokwaséw. Modelowy stosunek
pierwiastkéw biogennych w biomasie rozktadanej przez bakterie C:N:P powinien wynosié
200:10:1 [7].

Celem badan bylo wyizolowanie bakterii rozkladajacych styren ze zloza biofiltra,
wykorzystywanego do oczyszczania powietrza domieszkowanego ta substancja, ich identyfikacja oraz
ogolna charakterystyka kinetyki biodegradacji tegoz zwiazku w ptynnych pozywkach: bazowej 1 w
pozywkach pochodnych o celowo dobranym sktadzie.

2. Metodyka badawcza

Izolacje bakterii ze ztoza bedacego wypekieniem biofiltra pilotowego oczyszczajacego
gazy odlotowe od styrenu wykonano wedtug wczesniej przetestowanych procedur [8-9]. W
niniejszej pracy testowano kinetyke biodegradacji styrenu przez dwa najaktywniejsze i
najbardziej stabilne szczepy w podlozach o zrdéznicowanym odczynie 1 sktadnikach
pokarmowych.

Identyfikacja wybranych szczepow zostata przeprowadzona dwiema metodami: badania
profili estréw metylowych kwasow tluszczowych (Fatty Acid Analysis) oraz
sekwencjonowania DNA (16S Sequencing) przez Microbial ID (Newark, DE, USA).

Szybkos¢ rozkladania styrenu przez bakterie testowano w o$Smiu pozywkach o réznych
wlasciwosciach (zmienne pH i zawartos¢ azotu, dodatki specjalne), przy st¢zeniach styrenu w
powietrzu od okolo 0,37 do 1,8 g/m®. Zestaw pozywek stanowily: bazowa pozywka
mineralna i jej modyfikacje, polegajace na zmianach proporcji fosforanow Na;HPO,4-12 H,0O
I KH,PO,4 bez zmiany sumarycznej zawartosci fosforu. Celem tych zabiegdw byto uzyskanie
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innego pH, zmiana zawarto$ci azotu amonOwego oraz uzupelnienie pozywki o dodatkowe
sktadniki. Ponizej zamieszczono wykaz tych pozywek, a ich sktady zestawiono w tabeli 1.

Wykaz pozywek: pozywka mineralna nr 1 (bazowa - odczyn obojetny), pozywka nr 2 (bazowa+
mikroelementy - MiE), pozywka nr 3 (bazowa + wyciag z kompostu - WK), pozywka nr 4 (bazowa +
ekstrakt drozdzowy - ED), pozywka nr 5 (bazowa + glukoza), pozywka nr 6 (obnizony azot), pozywka
nr 7 (zasadowa), pozywka nr 8 (kwasna).

Tabela 1. Sktady pozywek

Sktadnik 1 2 3 4 5 6 7 8
Na,HPO, 12H,0, g| 3,78 3,78 3,78 3,78 3,78 3,78 5,10 0
KH,PQO,, g 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0 1,94
NH,CI 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 2,00 5,00 5,00
MgSO,7H,0, g 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Dodatek - |[MIE |WK ED glukoza - - -
1cm® |200cm® |10¢g 10 g
Woda destylowana do 1000 cm®

Mieszanina mikroelementow (MiE): woda destylowana — 500 cm® HiBO;— 25 g; (NHg), MoO, —
250; KJ—0,25cm® NaBr—0,25g; ZnSO, 7 H,0—0,1 g; Aly(SO4)s -18 H,O— 0,15 g. Przygotowanie
wyciagu z kompostu (WK): 500 g kompostu zalewano 750 cm® wody i pozostawiano na 24 h w

temperaturze pokojowej, po czym saczono przez bibulg. Przesacz uzupetiano woda destylowana do
500 cm®,

Biodegradacje par styrenu w mieszaninach z powietrzem badano przy uzyciu zestawu
doswiadczalnego, ktorego trzon stanowily pracujace w ukladzie rownoleglym reaktory z zawiesing

mikroorganizméw w ptynnej pozywce (rys.1).
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Rys. 1. Schemat zestawu badawczego; Z — zawory regulacyjne, R — przeptywomierze
powietrza; PS — ptuczka ze styrenem; PK — ptuczka kontrolna, F — filtry bakteryjne; P1-P3 —
phluczki z hodowlami bakterii (maks. 9 szt.); S — porty poboru probek na wlocie

Rolg reaktoréw petnity ptuczki Dreschlera pojemnosci 250 cm®. Do kazdej z 8 rownolegle
podtaczonych ptuczek wprowadzano 150 cm? innej pozywki (wg. tabeli 1) i zaszczepiano ja 2
cm?® zawiesiny wybranego szczepu (inokulum bakterii hodowli zmytej ze skoséw przy uzyciu
3 cm® soli fizjologicznej). Do phuczki 9 — kontrolnej, wprowadzano nie zaszczepiona
pozywke nr 1. Przeplyw powietrza przez kazda z ptuczek podtrzymywano na poziomie okoto
10 dm®/h, natomiast stezenie styrenu ustalano na poziomie lezacym w podanym wyzej
przedziale. Przed ptuczkami, na drodze strumienia gazow, zainstalowano filtry bakteryjne Anotop 25
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0,2 um (Whatman), celem zapewnienia sterylnosci dopltywajacego powietrza. St¢zenie styrenu w
strumieniu gazow oznaczano metoda chromatograficzna [10].

W oparciu o wyniki tych analiz i dane dotyczace przeplywu mieszaniny par Styrenu i
powietrza przez phuczki obliczano obciazenie masowe phuczki styrenem, catkowita
skuteczno$¢ biodegradacji i zdolno$¢ eliminacji styrenu (szybko$¢ wiasciwa biodegradacji):

* *10-3 _ * _ *10-3
\Y C, Vv
gdzie: Cj— stezenie MIBK na wlocie/ wylocie, mg/m, G — natezenie przeptywu, m*/s, V — objetosé
zawiesiny, m®, M — obciazenie masowe ptuczki MIBK, g/(m®-s), S, — skutecznoé¢ biodegradacii, %,
EC — zdolno$é eliminacji zanieczyszczen, g/(m*s).

3. Wyniki i dyskusja

W trakcie prac wyizolowano 12 szczepoéw bakterii zdolnych do rozktadu styrenu,
wystepujacego jako jedyne zrodto wegla i energii. Najbardziej aktywnymi i jednoczesnie
stabilnymi podczas przechowywania byly szczepy Agrobacterium rhizogenes i Pseudomanas
aeruginosa. Uzyskane podczas eksperymentéw w ptuczkach na pozywkach ptynnych wyniki
pomiaréw kinetyki degradacji styrenu zamieszczono w tabeli 1. Srednie wartosci szybkosci
biodegradacji na stosowanych pozywkach w zakresie stosowanych obciazen przedstawiono
natomiast na rys. 2.

Tabela 1. Rownania zaleznosci szybkos$ci biodegradacji (EC) od obciazenia masowego

(M)
Pozywka Agrobacterium rhizogenes Pseudomanas aeruginosa

1. EC = 0,590M - 0,748 EC = 0,476M + 12,681

2. EC = 0,645M - 7,946 EC = 0,476M + 13,997

3. EC= 0,112M + 39,610 EC = 0,487M + 11,894

4. EC =-0,262M + 71,082 EC = 0,653M + 5,904

5. EC = 0,235M + 30,472 EC = 0,447M + 9,869

6. EC =-0,084M + 47,107 EC = 0,593M + 16,007

7. EC = 0,003M + 39,135 EC = 0,219M + 31,662

8. EC =-0,266M + 37,819 EC =-0,024M + 6,717

Jak wida¢ z tabeli 1 testowane szczepy, hodowane w pozywce kwasniej, poczawszy od
pewnej wartosci obciazenia substratem, w ogole nie wykazywaly aktywnos$ci, a przy
obciazeniach nizszych wykazywaty jedynie niewielka aktywnos¢.

Dla Agrobacterium rhizogenes najlepsza pozywka, z punktu widzenia szybkoSci
biodegradacji styrenu, byta pozywka z wyciagiem z kompostu (nr 3). Maksymalna szybko$¢
biodegradacji na niej wynosita 110,5 g/(m*>h), przy stezeniu wlotowym styrenu rownym
1851,1 mg/m°.

Najwyzsza szybko$¢ usuwania styrenu przez Pseudomanas aeruginosa odnotowano na
pozywce z obnizonym azotem (nr 6). Jej maksymalna warto$¢ 98,5 g/(mg-h) zostata
odnotowana dla dwu roznych stezef styrenu na wlocie do reaktora: 958,4 i 1742,5 mg/m®. Na
tej pozywce najwyzsza byla tez sprawnos¢ usuwania styrenu zarowno przez Agrobacterium
rhizogenes, jak i Pseudomanas aeruginosa. Tak w przypadku Pseudomanas aeruginosa, jak i
Agrobacterium rhizogenes malata ona wraz ze wzrostem koncentracji styrenu.
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Rys. 2. Srednia zdolnosé eliminacji zanieczyszczen (EC) i $rednie obciazenie masowe (M)
podczas biodegradacji styrenu na réznych pozywkach przez Agrobacterium rhizogenes —
stezenie styrenu okoto 1302 mg/m?® (a) oraz Pseudomanas aeruginosa — stezenie styrenu

okolo 985 mg/m® (b)

4. \Wnioski

Wysoka aktywnos$¢ degradacyjna w stosunku do styrenu i duza zdolno$¢ do przezycia
podczas przechowywania, wykazaty dwa szczepy: Agrobacterium rhizogenes i Pseudomanas
aeruginosa.

Warunki srodowiskowe i zawarto$¢ podstawowych sktadnikow odzywczych w podtozu
znacznie wptywaja na kinetyke¢ rozkladu styrenu. Obnizenie pH zawsze powodowato spadek
szybkosci degradacji tej substancji.

Maksymalna szybkos$¢ biodegradacji styrenu przez Agrobacterium rhizogenes i
Pseudomanas aeruginosa wynosita odpowiednio 110,5 i 98,5 g/(m*h).
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