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BIODEGR'ADACJA SUBSTANCJI TLUSZCZOWYCH
7. GRUNTOW — IZOLOWANIE MIKROORGANIZMOW
BIODEGRADUJACYCH SUBSTANCJE TLUSZCZOWE

Przedstawiono proces izolacji wysokoaktywnej mikroflory biodegradujacej substancije thu-
szczowe oraz skiad pozywki zapewniajace] najkorzystniejsze warunki hodowli. Stwierdzo-
no, ze mikroflora wzrastajaca na pozywce z olejem, stanowigcym glowne zanieczyszczenie
badanych odpadow, ma duza, aktywnos¢ zyciowa i moze by¢ stosowana do detoksykacji tych
odpadow.

1. WPROWADZENIE

W ostatnich latach prowadzone sa badania nad mozliwoscia degradacji odpa-
déw przemystowych przy wspbtudziale mikroorganizmow (Alexander M. 1981,
Labuzek S. 1991). Dotycza one przede wszystkim odpad6éw przemystu farmaceu-
tycznego, chemicznego, petrochemicznego i SpoZywczego (Gibson D.T. 1984,
Meinck F. i in. 1975, Cerniglia C.E. 1984). Degradacja tych odpadéw polega na
wykorzystaniu systemu enzymatycznego wybranych mikroorganizméw, zdolnego
do rozktadu wielkoczasteczkowych zwiazkéw organicznych w substancje proste,
nieszkodliwe dla érodowiska. Mikroorganizmy wykorzystywane do biodegradacji
organicznych substancji odpadowych uzyskuja najczgsciej zdolnosci degradacyjne
dopiero po ich wstgpnej adaptacji (Haung Y.T. iin. 1986).

Duzym problemem dla $rodowiska naturalnego sa odpady przemystu spo-
ZywcZzego, Zawierajace znaczne ilodci thuszczow i produktow ich rozkladu. Wyste-
puje on gtéwnie w zaktadach thuszczowych, gdzie sktadowiska odpadow zanieczy-
szczaja atmosfere i s potencjalnym zrédtem skazenia wod gruntowych.

Prowadzone przez nas w ostatnich latach badania nad biodegradacja weglo-
wodoréw ropopochodnych ze skazonych gruntow zasugerowaly nam zajecie sig
biodegradacja zwiazkéw ttuszczowych. Biorac pod uwage skalg tego problemu,
wydaje si¢ celowe opracowanie prowadzenia detoksykacji ttuszczOw in situ, przy
wsp6tudziale mikroorganizméw, gdyz bytaby to metoda najbardziej ekonomiczna,
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zasadniczymi bowiem zaletami metod biologicznych prowadzonych in situ jest
stosunkowo duza efektywnos¢ oczyszczania przy niskich naktadach inwestycyj-
nych. Z uwagi na specyfike odpadéw, wykonanie mikrobiolo gicznej detoksykacji
wymaga kazdorazowo wstepnych badan laboratoryjnych, polaczonych z wyizolo-
waniem i uaktywnianiem mikroflory zawartej w odpadach.

W pracy tej przedstawiono proces wyizolowania mikroflory pochodzacej z
odpadowych dotéw osadowych Nadodrzariskich Zaktadow Thluszczowych w Brzegu.

2. WYIZOLOWANIE AUTOCHTONICZNEJ MIKROFLORY Z GRUNTU

Wstepne hodowle mikroorganizméw prowadzono w ekstrakcie odpadowym,
stanowiacym pozywke, zmieszanym z faza stata odpadéw w stosunku s:c = 1:10.
Poniewaz pH ekstraktu odpadowego wynosilo 2,54, a zgodnie z danymi literaturo-
wymi (Murray K. 1989) bakterie degradujace substancje tluszczowe w tak kwa-
snym $rodowisku tracq aktywno$é zyciowa, cze$é ekstraktu zobojetniono do
pH = 6,0. Uzyskano wigc dwie pozywki, w ktérych prowadzono wstepna izolacje.
Hodowle trwaly przez 11 dni, w temperaturze 37 °C, w uktadach napowietrza-
nych. Co drugi dzieri kontrolowano pH uktadéw. Wyniki pomiaréw przedstawio-
no narys. 1.

Z przebiegu krzywych wynika, ze w uktadach kwasnych o pH = 2,54 nie
obserwowano zmiany kwasowosci pozywki, natomiast w uktadach o pH = 6,0
obserwowano systematyczny wzrost kwasowosci, na ktory ztozylo si¢ najprawdo-
podobniej oddziatywanie kwasnych odpadéw potaczone ze wzrostem mikroorga-
nizmow przeksztatcajacych ttuszcze w kwasy thuszczowe i nizsze kwasy karboksy-
lowe. Hipotezg t¢ potwierdzity badania mikroskopowe, wykonane w ostatnim dniu
trwania hodowli. Wykazaty one pojawienie si¢ duzej ilogci mikroflory wuktadach
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Rys. 1. Zmiana pH pozywek w pierwszej fazie izolacji mikroflory
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Rys. 2. Zmiana pH pozywki w ukladzie bakteryjnym i kontrolnym prowadzonym
w temperaturze 37 °C

o wyjsciowym pH = 6,0, natomiast ilo$¢ mikroflory w uktadach o pH = 2,54 byta
znikoma.

Dalsze hodowle wyizolowanych wstepnie bakterii prowadzono w warunkach
sterylnych, w pozywce o skladzie:

NH,CI -0,1%

K,HPO, -0,1%

MgSO, - 7TH,0 —0,05%

CH,COONa 2H,0 -0,1% pH=6,0
ekstrakt drozdzowy -0,1%

Pozywke pierwotnie zaszczepiono hodowla wstgpna. W kolejnych 5 przesie-
wach stosowano do zaszczepu hodowle znajdujace si¢ w fazie logarytmicznego
wzrostu. Hodowle kazdorazowo prowadzono przez 15 dni, w temperaturze 37 °C,
w uktadach napowietrzanych. Etap wyizolowania mikroflory zakonczono prze-
prowadzeniem hodowli w opisany powyzej sposob wobec hodowli sterylnej, do
ktoérej nie wprowadzono mikroorganizméw, dodajac natomiast tymol, jako sub-
stancje bakteriostatyczna. W obydwu ukltadach — sterylnym i niesterylnym — co
dwa dni kontrolowano pH i okreslano ilo$¢ mikroorganizmow w 1 cm* hodowli.
Wyniki zobrazowano narys. 21 3.

W ukladzie kontrolnym nie stwierdzono zmiany pH (rys. 2), czego potwier-
dzeniem bylo pojawienie si¢ jedynie minimalnej ilo$ci komérek bakteryjnych w
hodowli sterylnej (rys. 3). W ukladzie bakteryjnym obserwowano wyrazny wzrost
ilo$ci mikroorganizméw do 9 dnia trwania hodowli (rys. 3), ktéremu towarzyszyt
wzrost pH hodowli (rys. 2). Kwasowo$¢ hodowli malata najintensywniej migdzy 4
a 10 dniem jej trwania. Po 15 dniach trwania hodowli mikroflore bakteryjna pod-
dano wstepnej identyfikacji taksonomicznej, ktora wykazata istnienie: Bacillus sub-
tilis, Pseudomonas sp., Nitrosomanas sp. i Pseudomonas denitrificaus. Réwno-
czesnie w hodowli nie stwierdzono obecnosci bakterii chorobotwdrczych (Atlas
R.M. 1986).
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Rys. 3. 1lo$¢ mikroorganizméw w 1 cm® pozywki w kolejnych dniach trwania hodowli
prowadzonej w temperaturze 37 °C

3. DOBOR SKEADU POZYWKI

Po uzyskaniu aktywnej mikroflory autochtonicznej postanowiono przetesto-
wa¢ Kilka pozywek zawierajacych wegiel w postaci octanu sodu, ekstraktu droz-
dzowego i oleju roélinnego. Do badan wybrano pozywki o skladzie:

Pozywkal

NH,ClI -0,1%
K,HPO, -0,1%
MgSO, - 7TH,0 - 0,05%

CH,COONa-2H,0 -0,1%
ekstrakt drozdzowy - 0,1%

Pozywka IIl

NH,CI -0,1%
K,HPO, -0,1%
MgSO, - 7TH,0 -0,05%
olej brzeski - 0,2%

Pozywka Il

NH,CI -0,1%
K,HPO, -0,1%
MgSO, - 7TH,0 —-0,05%

CH,COONa-2H,0 -0,1%

olej brzeski -0,1%
Pozywka IV

NH,Cl -0,1%
K,HPO, -0,1%
MgSO, - 7H,0 -0,05%

CH,COONa-2H,0 - 02%

Testowane pozywki miaty jednakowa kwasowo$é pH = 6,0. Do Zaszczepiania
uzywano 10-dniowej hodowli, wezesniej wyizolowanej mikroflory, zawierajacej
10° komérek w 1 cm’ . Hodowle prowadzono w temperaturze 25 °C, w uktadach
napowietrzanych, przez 15 dni. Co 2 dni prowadzono kontrole pH hodowli i ilogé
komérek w 1 cm?®. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys.415.

Zrys. 4 wynika, Ze najintensywniej bakterie wzrastaly na pozywce [ —inten-
sywny wzrost zaczynat si¢ juz w 5 dniu trwania hodowli. Pozywka IT byta réwniez
atrakcyjna dla testowanej mikroflory. Intensywny wzrost rozpoczat si¢ dopiero
migdzy 7 a 9 dniem trwania hodowli, ale potem nie odbiegat od wzrostu na pozyw-
ce L. Przyrost mikroorganizméw w pozywee 1111 IV byt mniej intensywny. Rysu-
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Rys. 4. Iloé¢ komorek bakterii w kolejnych dniach trwania hodowli w zaleznosci
od sktadu pozywki

nek 5, obrazujacy zmiany pH pozywek w omawianym do$wiadczeniu, stanowi
wyjasnienie rysunku 4. Mikroorganizmy w pozywce IV jeszcze w 7 dniu rosty
intensywniej niz w pozywce II, co swiadczy o tym, ze sam olej jest dla nich ,,lep-
szym” zrodtem wegla niz olej z octanem.

Po przeanalizowaniu wzrostu mikroflory w poszczegélnych pozywkach po-
stanowiono do dalszych badan wybra¢ pozywke II z octanem sodu i olejem brze-
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Rys. 5. Zmiana pH hodowli wyizolowanej mikroflory w zaleznosci od sktadu pozywki
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skim, gdyZ nie obserwowano w niej znacznych zmian pH, a wzrost mikroflory byt
wyrazny.

4. PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzanych badan stwierdzono, ze mikroflora wzrastajaca
na pozywce z olejem brzeskim, stanowiacym gtéwne zanieczyszczenie badanych
odpad6w, posiada wystarczajaco wysoka aktywnos$é zyciowa, aby mogta byé, po
procesie jej adaptacji, stosowana do ich detoksykacji.
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A process of isolation of highly active microflores which degrade aliphatic compounds
containing, as the main component, vegetable fat was presented. The feed for the best breeding
of the microorganisms was selected. The microflora was bred in the medium containing vegeta-
ble fat which has a highly biotic activity. The applicability of the investigated microflora to the
biodegradation of wastes containing vegetable fats was determined.
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