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ESTIMATION OF FATTY SUBSTANCE BIODEGRADATION IN PRESENCE
OF AUTOCHTHONOUS LIPOLYTIC Penicillium citrinum STRAIN

Abstrakt: Substancje tluszczowe w $rodowisku przysparzaja wiele probleméw ekologicznych. Skuteczng metoda
ich utylizacji jest wykorzystanie mikroflory autochtonicznej o aktywnosci lipolitycznej. Celem badan byta ocena
rozwoju 1 aktywnosci lipolitycznej szczepu Penicillium citrinum w procesie biodegradacji substancji thuszczowej
z zaolejonej ziemi bielacej (ZZB) w hodowlach ptynnych. Aktywnos¢ lipolityczng badanego szczepu oceniono na
podstawie stopnia biodegradacji substancji tluszczowej, korzystajac ze zmian mas ekstraktéw tluszczowych
i wyniki analizy instrumentalnej (IR, 'H, '*C NMR). Stopief biodegradacji osiagnat warto§é¢ bliska 100% po
28 dniach, co pozwala na wykorzystanie Penicillium citrinum w postaci szczepionki w usuwaniu substancji
tluszczowej bezposrednio ze srodowiska.
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Wstep

Zrédtem substancji thuszczowych w érodowisku jest zaolejona ziemia bielgca (ZZB),
bedaca odpadem powstajacym podczas rafinacji tlhuszczu w zaktadach ttuszczowych.
Odpad ten przysparza wiele probleméw ekologicznych. Fizykochemiczne metody utylizacji
tego odpadu nie przynosza zadowalajacych efektow i sg kosztowne [1-3], dlatego dazy si¢
do opracowania alternatywnej bezposredniej metody unieszkodliwiania przy zastosowaniu
autochtonicznej mikroflory o aktywnodci lipolitycznej [4, 5], przy czym korzysta si¢
gléwnie z biodegradacyjnych wtasciwosciach bakterii. Poznanie drég mikrobiologicznego
rozktadu substancji ttuszczowych przez grzyby pozwoli na skuteczne wykorzystanie ich
aktywnos$ci w procesach technologicznych.

Szybko$¢ i skuteczno$¢ biodegradacji zalezy zaréwno od liczebnosci, jak i zdolnosci
adaptacyjnych mikroorganizméw oraz formy uzytkowej szczepionki [6], a w kontroli
efektywnosci tego procesu nalezy stosowac¢ szybkie metody instrumentalne.

Celem badan byla ocena rozwoju i aktywnosci lipolitycznej szczepu Penicillium
citrinum w procesie biodegradacji substancji ttuszczowej z ZZB w hodowlach ptynnych.
Efektywnos$¢ rozktadu substancji tluszczowej oznaczano metodami instrumentalnymi (IR
i 'H, ®C NMR).

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowit:
e  Ekstrakt tluszczowy z ZZB o skladzie 27,14% kwasu oktadecenowego C18:1
i 1,13% kwasu cyklopentaundekanowego,

! Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Opolski, kard. B. Kominka 6a,
45-035 Opole, tel. 77 401 60 57, email: teresak @uni.opole.pl



634 Teresa Krzysko-ELupicka, Lukasz Krecidto i Magdalena Koszalkowska

e  Szczepionka Penicillium citrinum - autochtoniczny szczep wyselekcjonowany z ZZB,
ktérego aktywnos$¢ zostala wstepnie oznaczona w tescie probowkowym w podiozu

z tributyryna [4].

Proces biodegradacji substancji ttuszczowej prowadzono w mineralnych poditozach
ptynnych [7], w ktérych jedynym zrédtem wegla byly ekstrakty ttuszczowe z ZZB
w stezeniach masowych 0,2 i 0,3%. Kontrole bezwzgledna stanowil rozwdj
mikroorganizméw w podiozu syntetycznym z glukoza, jako jedynym zrédlem wegla,
awzgledna - podloze mineralne, zawierajace 0,2% ekstraktu ttuszczowego (bez
szczepionki). Szczep Penicillium citrinum namnazano na skosach z Tributyrin Agar firmy
Fluka, zmywu dokonywano woda z Tweenem (0,05%). Szczepionke o gestosci
2 10°%jtk - cm™ wprowadzano w iloéci 10%.

Prowadzono hodowle wstrzasane w temperaturze 22°C przez 4 tygodnie. Obserwacje
morfologii i fizjologii szczepionki oraz oznaczenia chemiczne (masy ekstraktow i analize
instrumentalng) wykonywano po 7, 14, 21 i 28 dniach.

Metody mikrobiologiczne

Kinetyke wzrostu badanego szczepu oznaczono na podstawie przyrostu suchej masy
[g - 100 cm™] w czasie. Réwnolegle prowadzono ocene morfologiczng i fizjologiczna
testowanej szczepionki w petnym i modyfikowanym podtozu mineralnym.

Metody chemicznej analizy instrumentalnej

1. Przygotowanie ekstraktéw tluszczowych

Odwazke ZZB (5 g) ekstrahowano n-heksanem w aparacie Soxhleta. Otrzymany
roztwdr zatezano w wyparce prézniowej do otrzymania substancji oleistej i oznaczono jej
mase.
2. Analiza instrumentalna ekstraktéw ttuszczowych

Analiza spektrofotometryczna w podczerwieni (IR) przy zastosowaniu aparatu firmy
Analytical Philips model PU 9800 FT-IR Spektrometr o rozdzielczoéci 2 cm™. Prébki
w postaci filmu naniesionego na krysztat chlorku sodu badano w zakresie liczb falowych
4000+750 cm™'. Analize 'H, >*C NMR przeprowadzono przy uzyciu aparatu firmy Tesla
model BS567A z zastosowaniem czgstotliwosci 100 MHz dla '"H i 25,142 MHz dla Bc.
Jako wzorzec zastosowano tetrametylosilan (TMS).

Kinetyka wzrostu szczepu Penicillium citrinum w podiozach mineralnych z dodatkiem
ekstraktow tluszczowych (rys. 1) wykazata, ze szczep ten wykorzystuje ttuszcz odpadowy
jako zrédio sktadnikéw pokarmowych, ale w mniejszym stopniu niz glukozg. Wigksze
przyrosty biomasy odnotowano, gdy zawarto§¢ tluszczu w podlozu wynosita 0,2%.
Najwyzsze réznice w przyrostach biomasy obserwowano w pierwszym i czwartym
tygodniu hodowli.

Réwnolegle obserwowano zmiany makroskopowe i mikroskopowe rozwoju badanego
szczepu (tab. 1). Niezaleznie od st¢zenia ttuszczu w podtozu w 3 tygodniu trwania procesu
pojawialy si¢ pojedyncze komorki przypominajace chlamidospory. Z kolei wigksze
stezenie ttuszczu (0,3%) opdzniato zarodnikowanie grzyba.
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Tabela 1
Zmiany makro- i mikroskopowe szczepu Penicillium citrinum w trakcie procesu biodegradacji ttuszczu
Table 1
The macro- and microscopic changes of Penicillium citrinum during of fatty biodegradation process
Rodzai podioa Wiek hodowli Obserwacje
P [dni] Makroskopowe Mikroskopowe
1. Py Zbite kremowe flokulanty Konidia .eh_psmdalr.le, c1§nkosc1enne
Konidiofory cienko$cienne
2. Py +02% o ) Zarodniki ehps01da'ln.e lekko kolczaste,
lukoz Grzybnia zéttozielona, Sluzowata grubo$cienne
& y 7 Konidiofory niesymetryczne gruboscienne
3.Pn+0.2% Grzybnia kremowozielona, Zarodniki elipsoidalne, grubo$cienne
thuszezu $luzowata Konidiofory niesymetryczne grubo$cienne
4.Pn+0,3% . . Zarodniki brak
Grzybnia kremowa, §luzowata . . -
thuszezu Konidiofory niesymetryczne grubo$cienne
1. Py Bz Bz
2.Pu+0.2% Bz Bz
glukozy
Zarodniki elipsoidalne, grubo$cienne
3. Pn+0,2% Grzybnia $luzowata, szara Konidiofory gruboscienne, napgczniate,
thuszczu 14 mocno septowane,
Pojawiaja si¢ chlamidospory
Zarodniki elipsoidalne, grubos$cienne
4.Pn+0,3% Flokulanty szarozielone Konidiofory gruboscienne, napeczniate,
thuszczu mocno septowane,
Pojawiaja si¢ chlamidospory
1. Py Bz Bz
2. Py +02% Grzybnia $luzowata obfita Zarodniki ehps01da'ln.e lekko kolczaste,
lukozy z6ttozielonoszara gruboscienne
& Konidiofory niesymetryczne grubo$cienne
Zarodniki elipsoidalne, grubo$cienne
3. Pn+0,2% 1 Flokulanty szarozielone Konidiofory grubo$cienne, nap¢czniate,
thuszczu mocno septowane,
Obecne chlamidospory
Zarodniki elipsoidalne, grubos$cienne
4.Pn+0,3% Flokulanty szarozielone Konidiofory gruboscienne, napgczniate,
thuszezu mocno septowane,
Obecne chlamidospory
1. P Bz Bz
2. Py +02% o Zarodniki ehpsmdarln.e lekko kolczaste,
Grzybnia §luzowata obfita gruboscienne
glukozy 5 ) -
Konidiofory niesymetryczne grubo$cienne
Zarodniki elipsoidalne, grubo$cienne,
nabrzmiate
3.Pn+0.2% . - J .
thuszeza 8 Flokulanty szarozielone Konidiofory gruboscienne, napgczniate,
mocno septowane,
Obecne chlamidospory
Zarodniki elipsoidalne, gruboscienne,
nabrzmiate
4 t};;:q;c()z’s% Flokulanty szarozielone Konidiofory gruboscienne, napgczniate,

mocno septowane,
Obecne chlamidospory
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Sucha masa grzybni [g/dm’]

30
Czas trwania hodowli [dni]

——Pm Pm 42 % Glu —s—Pm +0,2 % Tt =———Pm+0,3% Tl

Rys. 1. Kinetyka wzrostu szczepu Penicillium citrinum w obecnosci 0,2 i 0,3% tluszczu jako jedynego Zrddta
wegla [g - dm™]

Fig. 1. The kinetic of Penicillium citrinum growth in the presence of 0.2 and 0.3% of fatty extracts as a sole
source of carbon [g - dm™]

Efektem rozwoju grzyba w czasie trwania hodowli w podtozu mineralnym z ttuszczem
jako alternatywnym zrédlem wegla byto obnizenie zawarto$ci tluszczu w podltozu,
wskazujagce na proces biodegradacji. Juz po 7 dniach stopien biodegradacji wynosit
ok. 60% iwzrastal w kolejnych tygodniach do prawie 100%. Intensywniej proces ten
przebiegal w obecnosci 0,2% tluszczu. Wyzsze stezenie ttuszczu (0,3%), skutkujace

nizszym przyrostem biomasy, mogto by¢ wynikiem hamowania transportu sktadnikéw
podtoza i tlenu do komérek grzyba (tab. 2).

Tabela 2
Efekt biodegradacji ttuszczu w hodowlach szczepu Penicillium citrinum
w czasie trwania procesu [%]

Table 2
The fatty biodegradation effects in presence of Penicillium citrinum in time [%]

Efekt biodegradacji [ %]

Czas trwania biodegradacji

[dni] Hodowle zawierajace Hodowle zawierajace
0,2% thuszczu 0,3% thuszczu
0 (prébka wyjsciowa) - -
7 61,54 50,00
14 78,85 80,47
21 98,44 86.54
28 99,80 94,53

Efekt dzialania szczepionki P. citrinum w przemianach substancji ttuszczowej z ZZB
okreSlono na podstawie zmian jako$ciowo-iloSciowych oznaczonych metodami
instrumentalnymi (IR i lH, BC NMR ).

Korzystajac z widm IR, stwierdzono, ze zasadniczymi sktadnikami badanych prébek
byty zwiazki zawierajace ugrupowania alifatyczne (parafiny, olefiny) oraz niewielka ilo$¢
zwigzké6w aromatycznych i zwigzkéw z grupa karboksylowa (tab. 3). Obecno$¢ zwigzkéw
parafinowych, olefinowych i znikomych ilosci zwigzkéw aromatycznych potwierdzity
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réwniez widma 'H, C NMR badanych prébek (tab. 4 i 5). W wyjéciowej mieszaninie
przewazaty zwigzki alifatyczne, stanowiace ok. 70%, a pozostalg cze$¢ stanowity giéwnie
podstawione atomy wegla: olefinowe oraz w znacznie mniejszych ilosciach aromatyczne
i karboksylowe.

Tabela 3
Pasma absorpcyjne w widmach IR oraz przypisane im elementy strukturalne
dla wyjsciowych prébek ttuszczu odpadowego

Table 3
The absorption bands in the IR spectra and structural elements assigned to them for the output of waste fat samples

Liczba falowa [em™] Rodzaj pasma Elementy strukturalne
2925, 2854 Rozc. C-H Ar-CHj;, -CH,- w cykloalkanach
1741,1711 Roze. C=0 Aldehydy, kwasy karboksylowe, estry
1465 Def. asym. C-H -CHj, -CH,-
Nozycowe C-H -CH,-O- estry
1414 Def. C-H CH;, CH,, C=C-H
1378 Def. sym. C-H CH;
1243 Rozc. C-O Estry
966 Def. C-H C=C-H
722 Def. C-H Zw. aromatyczne, R{CH=CHR,(cis), (CH,), n>4
Tabela 4
Zakresy przesuni¢¢ chemicznych atoméw wodoru oraz ich dystrybucja [%]
wyznaczona metoda '"H NMR w prébkach zawierajacych 0,2% thiszczu
Table 4
The chemical shift ranges of the hydrogen atoms as well as their distribution [%]
determined by "H NMR in the samples containing 0.2% fat
Zakres przesuni¢¢ chemicznych 8 [ppm] Udzial procentowy w préobcee wyjsciowej [ %]
Hy (-CH3) <1,1 9,61
HB (-CH,-, -CH-) 1,1+1,8 68,49
H o (Ar-CHj) 1,8+3,2 14,32
Hol (C=CH) 4,3+5,8 5,28
Har (Ar-H) >6,7 2,30
Tabela 5

Zakresy przesuni¢¢ chemicznych atoméw wegla oraz odpowiadajace im wzgledne intensywnosci [%]
wyznaczone za pomocg o widma *C NMR w wyjsciowych prébkach zawierajacych 0,2% thuszczu

The chemical shift ranges of the carbon atoms as well as their real intensities [%]
determined by '*C NMR in the samples containing 0.2% fat

Zakres przesuni¢¢ chemicznych 8 [ppm] Wzgledna intensywnos¢ [ %]
C-alifatyczne 0+50 69,91
C-podstawione 50+110 20,06
C-aromatyczne 110+145 8,41
C-karboksylowe 165+185 1,82

Table 5

Zmiany wzglednych intensywnoS$ci [%] pasm absorpcji widm IR w czasie $§wiadcza

o przebiegu procesu biodegradacji substancji thuszczowej w obecno$ci szczepu Penicillium
citrinum (tab. 6). Po 28 dniach stopien biodegradacji osiggnat warto$¢ bliska 100%, co
odpowiada minimalnym intensywnos$ciom wystgpujacych pikéw.
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Tabela 6
Pasma absorpcyjne w widmach IR oraz odpowiadajace im wzgledne intensywnosci [%] substancji
tluszczowej w czasie trwania biodegradacji w obecnosci szczepu Penicillium citrinum

Table 6
The absorption bands in the IR spectra as well as their real intensities [%] for the fat samples
after biodegradation in presence of Penicillium citrinum
Intensywnos¢ [%]
Czas biodegradacji [dni]
Liczba falowa [cm™'] 7 14 21 28
2925, 2854 1,23;,0,77 1,20; 076 0,13; 0,70 1,37, 0,85
1741,1711 0,70; 1,29 0,66; 1,19 0,57, 1,14 0,78; 1,36
1465 0,39 0,37 0,35 043
1414 0,35 0,33 0,30 0,38
1378 0,39 0,38 0,25 0,32
1243 0,70 0,68 0,64 0,74
966 0,53 0,52 0,50 0,55
722 0,00 0,00 0,00 1,61
Whioski
1. Wskaznikiem biodegradacji substancji ttuszczowej w obecno$ci szczepu Penicillium

citrinum s3 zmiany wzglednych intensywno$ci pasm absorpcji widm IR w czasie
trwania procesu; stopien biodegradacji osiggnat warto$¢ bliskg 100% po 28 dniach.

2. Aktywnos¢ przebadanego szczepu pozwala na wykorzystanie go w postaci szczepionki
w usuwaniu substancji thuszczowej bezposrednio ze srodowiska.

3. Wykorzystane w badaniach metody analizy instrumentalnej sa wystarczajace do
szybkiego okreslenia stopnia biodegradacji substancji tluszczowej z udzialem
szczepionek mikrobiologicznych.
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ESTIMATION OF FATTY SUBSTANCE BIODEGRADATION IN PRESENCE
OF AUTOCHTHONOUS LIPOLYTIC Penicillium citrinum STRAIN

Department of Biotechnology and Molecular Biology, Opole University

Abstract: Fatty substances in the environment are cause to many ecological problems. The using of lipolytic
autochthonous microflora is an effective method of utilization of this waste. Aim of this study was to evaluate the
growth and lipolytic activity of Penicillium citrinum strain in the biodegradation process the fat from spent
bleaching earth (SBE) in liquid cultures. Lipolytic activity of the tested strain evaluated based on the degree of
degradation of fatty substances based on changes in fatty extract mass and of instrumental analysis. The
biodegradation reached almost 100% after 28 days, which allows the use of Penicillium citrinum as an inoculum in
the removal fatty substances directly from the environment.

Keywords: spent bleaching earth, Penicillium citrinum, lipolitic activity, biodegradation



