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W pracy badano biodegradacje fenolu przez szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 w reaktorze
okresowym. Dla roznych poczatkowych stezen fenolu zmienianych w zakresie 25-500 gm>,
przeprowadzone zostaly testy wzrostu mikroorganizmow, dla ktorych degradowany zwiazek byt jedynym
zrodlem wegla 1 energii. Model kinetyczny Haldane’a najlepiej przyblizat dane eksperymentalne zatem
wyestymowano state rownania kinetycznego oraz wspotczynnik wydajnosci biomasy.

The biodegradation of phenol by Stenotrophomonas maltophilia KB2 strain in a batch reactor was
studied. Microbial growth tests in the presence of phenol as the sole carbon and energy source were
conducted for different initial concentrations of the degraded compound changed in the range 25-500 g'm
3. Haldane’s growth kinetic model was found to be the best to fit the experimental data so constants of the
kinetic equation as well as yield coefficient were estimated.

1.WPROWADZENIE

Rosnace zanieczyszczenie srodowiska pogarsza stopniowo jako$¢ naszego zycia.
Stad coraz wigce] uwagi poswigca si¢ opracowaniu efektywnych metod remediacji
srodowiska. Bioremediacja obejmuje 3 gtdéwne etapy [1]:

— transformacj¢ badZ nieznaczna modyfikacje czastki zanieczyszczenia,
— fragmentacj¢ molekuly na prostsze sktadniki,
— mineralizacj¢ badz konwersj¢ na proste sktadniki (H,O, CO,, NH;, CHy itp.).

W procesy bioremediacji zaangazowanych jest wiele mikroorganizmow (bakterie,
grzyby drozdze, algi). Stad w ostatnich dekadach uwagg skupiono na okresleniu
aktywnosci biodegradacyjnej wielu mikroorganizméw w odniesieniu do licznych
antropogenicznych zanieczyszczen. Nie nalezy bowiem zapominaé, ze ros$nie liczba
opornych na biodegradacje substancji, takich jak syntetyczne polimery, barwniki,
pestycydy, farmaceutyki czy detergenty, ktore nie moga by¢ roztozone w sposob



naturalny w $rodowisku. Substancje te, zwane ksenobiotykami, sa wysoce toksyczne
nawet w niewielkim st¢zeniu 1 wykazuja wlasciwosci mutagenne, kancerogenne
ialergenne. Stad tak wazne staj¢ si¢ zastosowanie biodegradacyjnych zdolno$ci
mikroorganizméw do usuwania antropogenicznych zanieczyszczen ze srodowiska.

Fenol i jego pochodne sa obecne w $rodowisku jako naturalne i antropogeniczne
produkty, zanieczyszczajace gtownie powietrze i wodg. Sa bowiem obecne w $ciekach
z wielu procesow przemystowych, takich jak: produkcja olejow i produktow
olejowych, koksu, stali, materiatdw wybuchowych, farb, wtdkna szklanego, produkcja
i recykling wyrobéw gumowych, przemyst tekstylny i niektore gal¢zie przemystu
spozywczego. Fenol stosowany jest przy produkcji kaprolaktamu, bisfenolu A,
srodkow do dezynfekcji i preparatow czyszczacych, w farmacji i medycynie [2,3].
Stezenie fenolu w $ciekach moze osiaga¢ nawet poziom 10 g™ [4].

Negatywny wplyw fenolu i jego pochodnych na $rodowisko naturalne, zdrowie
ludzi 1 jakos$¢ zycia jest szeroko dyskutowany w literaturze [5]. Ze wzgledu na wysoka
toksycznos¢, nawet w niewielkich stgzeniach 1 zdolno$¢ do bioakumulacji stanowi on
powazne zagrozenie dla ekosystemu [6,7]. W naturalnym $rodowisku fenol wystgpuje
w rozkladajacej si¢ martwej materii organicznej. Zwiazek ten i jego pochodne sa
czgstymi  sktadnikami $Sciekow z przemystu chemicznego, petrochemicznego,
farmaceutycznego, metalurgicznego oraz z produkcji pestycydow [2,3].

Stad duza liczba dokumentdéw regulujacych i okreslajacych normy bezpieczenstwa
dla wody pitnej i srodowiska. Dyrektywa EU 80/778/ EEC okres$la stgzenie fenolu
i wszystkich jego pochodnych w wodzie pitnej na poziomie 0,5 pg 1" [8]. US EPA
okresla jako bezpieczne stgzenie 1 pgl' fenolu i jego nitro-, metylo-
i chloropochodnych [9].

Fakty te spowodowaly, Ze intensywnie rozwijane sa fizyczne, chemiczne
i biologiczne metody usuwania fenolu i jego pochodnych ze $rodowiska. Praktyka
pokazuje, ze fizykochemiczne metody / technologie sa stosunkowo drogie i mato
efektywne przy malym stezeniu zanieczyszczenia. Jedna z podstawowych wad tych
metod jest tworzenie toksycznych, wtornych produktéw posrednich [10]. Stad metody
biologiczne sa obiecujaca alternatywa poniewaz catkowicie degraduja
zanieczyszczenia, sa stosunkowo tanie i proste w obstudze.

Fenol i jego pochodne nie sa tatwo biodegradowalne, poniewaz sg toksyczne dla
wielu  mikroorganizméw 1w  wyzszych  stgzeniach  inhibituja = wzrost
mikroorganizméw. Tak wigc fenol jest stosowany jako srodek dezynfekujacy oraz
znajduje si¢ w preparatach medycznych takich jak krople do oczu i nosa, masci, ptyny
do ptukania ust i ptyny antyseptyczne [11].

W procesie degradacji fenolu bierze udzial wiele mikroorganizméw zaréwno
bakterie (Micrococcus, Nocardia, Pseudomonas putida), grzyby (Aspergillus,
Corpinus,  Geotrichum,  Phanerochaete), drozdze (Candida) oraz algi
(Ankistrodesmus, Ochromonas, Scenedesmus), ktore wykorzystuja ten zwiazek jako
zrodto wegla 1 energii [12]. W podstawowym etapie biodegradacji bierze udziat
monooksygenaza fenolowa [EC 1.14.13.7], ktora katalizuje przylaczenie grupy



hydroksylowej do pier§cienia aromatycznego tworzac katechol, a nast¢pnie degradacja
zachodzi droga orto- (produktem koncowym jest kwas bursztynowy i acetylo-CoA)
lub meta- (produktem koncowym jest aldehyd octowy oraz kwas pirogronowy) [13].
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Rys.1. Pierwszy etap rozktadu fenolu [33]
Fig.1. The first step degradation of phenol [33]

W niniejszym opracowaniu uwage skupiono na okresleniu kinetyki reakcji
biodegradacji fenolu za pomoca gram ujemnych bakterii Stenotrophomonas
maltophilia  KB2, ktorych zdolno$¢ do rozktadu licznych zwiazkow
monoaromatycznych zostala potwierdzona we wczesniejszych testach [13,14].

2. KINETYKA WZROSTU BAKTERII

W ostatnich trzydziestu latach w literaturze ukazato si¢ wiele prac, ktorych autorzy
badali kinetyke biodegradacji fenolu i jego pochodnych przez rézne mikroorganizmy.
W tabeli 1 zestawiono parametry kinetyczne uzyskane w tych pracach dla réznych
szczepOw bakterii.

Kinetyke wzrostu biomasy okresla si¢ wykonujac seri¢ eksperymentow/hodowli
w reaktorze okresowym, przy réznych poczatkowych stezeniach substratu
wzrostowego, monitorujac, w okreslonych odstgpach czasowych, zmiany stezenia
biomasy. W fazie zréwnowazonego wzrostu wilasciwa szybko$¢ wzrostu biomasy
(tmax) jest stata i zalezna jedynie od poczatkowego stezenia substratu w roztworze.
Szybko$¢ wzrostu biomasy opisuje wigc zaleznosc:

dXx
= o X (1)

Scalkowanie rownania (1) przy warunku poczatkowym: X = X, dla ¢ = 0 daje:

InX = e t +In Xy 2)



Tabela 1. Porownanie parametrow kinetyki wzrostu biomasy uzyskanych podczas biodegradacji
fenolu w hodowli okresowe;j
Table 1. Comparisons of growth kinetic parameters obtained during phenol biodegradation in batch mode

Zakres Roéwnanie Haldane’a Warunki hodowli
S stezen Lit.
zczep fenolu ’u”f’f" K B K; B Temperatura pH
met'] | M | [mgl] | mgl'] | [C]
K‘L“SOTCJ.‘.”“ 100-800 | 03085 | 44,92 | 5250 27 70 | [15]
akterii
Pseudomonas
putida DSM 548 1-100 0,436 6,19 54,1 26 6,8-6,3 | [16]
. . 750- 0,026- 868-
Bacillus brevis 1750 0.078 2,2-29.3 2434.7 34 8,0 [17]
Pseudomanas
_ putida (Tanl) 100-800 | 3,56 18,7 212,48 35 6,0 | [18]
i Staphylococcus
ureus (Tan2)
Bacillus cereus 50-600 0,153 21,33 238,0 30 7,0 [19]
Konsorcjum 25-1450 | 0,143 8744 | 107,06 25 6,9 [20]
bakterii
Pseudomonas 100-500 | 0,357 50,2 67,7 30 [21]
fluorescens
Konsorcjum 500-
bakterii 3000 0,355 603,803 40,0 - 6,0 [22]
Konsorcjum 23,5-
bakterii 659 0,3095 74,65 648,13 25 7,2 [23]

Dla kazdego punktu eksperymentalnego, tj. dla kazdego poczatkowego stezenia
fenolu, wykres zaleznosci InX = f(¢) jest linia prosta, ktorej wspolczynnik kierunkowy
okresla warto$¢ 4,4 Zmieniajac poczatkowe stgzenie substratu uzyskuje si¢ bazg
danych eksperymentalnych ., = f(S), umozliwiajaca wybor formy rdéwnania
opisujacego kinetyke wzrostu biomasy oraz estymacjg statych tego rownania.

W hodowli okresowej wzrostowi stgzenia biomasy towarzyszy spadek stgzenia

substratu wzrostowego, ktory opisa¢ mozna zaleznos$cia:

ds 1 dXx
2o —.= 3)
dt Yy dt

Jak wida¢ z powyzszej zaleznosci, wspotczynnik wydajnos$ci biomasy umozliwia
transformacj¢ rdéwnania opisujacego szybko$¢ wzrostu biomasy w roéwnanie opisujace
szybko§¢ zuzywania substratu wzrostowego. Jest on definiowany jako stosunek
przyrostu biomasy do masy wykorzystanego substratu, mierzonych w tym samym
interwale czasowym fazy wzrostu:

YXS :E (4)



3. MATERIALY I METODY

Szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2, pochodzacy z kolekcji Katedry
Biochemii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach (przechowywany pod numerem E-113197 w kolekcji VTT
w Finlandii), zostal wyizolowany z osadu czynnego oczyszczalni $§ciekow w Bytomiu-
Miechowicach. Bakterie nalezace do szczepu KB2 to tlenowe, Gram-ujemne, ruchliwe
pateczki, nie tworzace form przetrwalnikowych [14]. Szczep przechowywany jest na
skosach agarowych w temperaturze 4°C.

Sktad pozywki mineralnej, w ktorej hodowano bakterie, a takze prowadzono
badania przedstawial si¢ nastepujaco: Na,HPO, x 12H,O 3,78 g; KH,PO, 0,5 g;
NH,4CI 5 g; MgSO, x 7H,0 0,2 g; ekstrakt drozdzowy 0,01 g; woda destylowana 1000
ml; pH 7,1-7,3, wzbogacanej roztworem mikroelementow TMS (ang. Trace Mineral
Solution), w ilosci 1 ml na 1000 ml pozywki, o sktadzie: FeSO, x 7H,0 3,82g; CoSO,
x TH,O 295 mg; MnSO, x H,O 82 mg; ZnSO, x 7H,O 141 mg; H;BO; 6 mg;
Na,MoO, x 2H,0 40 mg; NiSO, x 7H,0 82 mg; CuSO4 x 5H,0 2,9 mg; Al,(SO,); x
18H,0 148 mg; Na,WO, x 2H,0 6 mg rozpuszczone w 10 ml 32% HCI i uzupetione
dejonizowana woda destylowana do objgtosci 1000 ml.

W celu przygotowania mikroorganizméw do badan komoérki Stenotrophomonas
maltophilia KB2 przenoszono ze skosow agarowych do probowek zawierajacych
pozywke mineralng (20 ml) i do kazdej probowki dodawano 150 pl fenolu. Po 24 h
zawiesing przenoszono do kolb Erlenmayera, uzupetiono do 100 ml roztworem soli
mineralnych i dodawano 750 pl fenolu. W kolejnej dobie hodowle przenoszono do
kolb o objgtosci 500 ml, uzupelniano pozywka do uzyskania 300 ml hodowli,
dodawano roztwor mikroelementéw oraz 2,25 ml fenolu. Hodowle prowadzono przez
2-3 doby, dodajac kazdego dnia 2,25 ml fenolu. Po tym czasie komorki
odwirowywano 1 przechowywano w proboéwkach, w postaci zawiesiny,
w temperaturze 4°C. Hodowle komoérek prowadzono w wytrzasarkach inkubacyjnych
w temperaturze 30°C.

Przed przystapieniem do wlasciwych badan przetestowano dwa sposoby
natleniania hodowli: poprzez dozowanie do roztworu nadtlenku wodoru oraz
napowietrzanie. W hodowlach prowadzonych z uzyciem 0,075% roztworu H,O, nie
zaobserwowano przyrostu biomasy, a st¢zenie fenolu zmienialo si¢ nieznacznie.
Prawdopodobnie, w wyniku utleniania jonu Fe’* w centrum aktywnym
monooksygenazy fenolowej, nadtlenek wodoru powodowat spadek aktywnos$ci tego
enzymu [13]. W zwiazku z tym tlen dostarczany byt do hodowli przez barbotowanie
zawiesiny powietrzem i utrzymywany na poziomie 5 mg-1™".

Badania prowadzono w bioreaktorze Biostat B firmy Sartorius (USA) o objetosci
roboczej 2,7 dm’. Aparat wyposazony byt w czujnik temperatury, elektrode pH i pOs.
Badania prowadzono w $rodowisku o odczynie pH 7 i temperaturze 30°C, przy
obrotach mieszadta 300 rpm (rys.2).



Rys.2. Zdjgcie stanowiska badawczego
Fig.2. Picture of experimental setup

Stezenie mikroorganizmdéw oznaczano metoda spektrofotometryczna (spektrofo-
tometr HACH 3900), mierzac absorbancj¢ probek zawiesiny przy dlugosci fali
A=550nm. Zmiany st¢zenia substratu wzrostowego (fenol) w ptynie hodowlanym
okreslano za pomoca chromatografu cieczowego firmy Waters, wyposazonego w
pompe gradientowa Waters 1525 oraz dwufalowy detektor UV-VIS Waters M2487.
Rozdziat prowadzono na kolumnie z odwroéconym uktadem faz (Spherisorb ODS 2,
Sum, 150%4,6mm). Jako fazg ruchoma stosowano uktad metanol - 1% wodny roztwor
kwasu octowego w stosunku 40:60 (v:v). Natezenie przeptywu eluentu wynosito
1 ml/min. Detekcj¢ prowadzono przy dlugosci fali A = 272 nm. Probki do analizy
chromatograficznej pobierano z bioreaktoréw, odwirowywano, przeciskano przez filtr
strzykawkowy ($rednica porow 0,2um) i rozcienczano woda w stosunku 1:1.

Przed kazdym pomiarem przygotowywano 1500 ml zawiesiny mikroorganizmow
0 Assp ~ 0,200 nm, ktéra przelewano do sterylnego bioreaktora, a nastepnie - po
ustabilizowaniu parametrow procesowych - dodawano okreslona dawke fenolu.

4. WYNIKI BADAN

Badania kinetyki biodegradacji fenolu przez bakterie szczepu Stenotrophomonas
maltophilia KB2 prowadzono w reaktorze okresowym dla poczatkowego stgzenia
substratu wzrostowego zmienianego w zakresie od 25 do 500 gm>, przy
niezmiennych pozostatych parametrach, takich jak: temperatura, pH czy pO,. Dla
wybranych poczatkowych stezen fenolu wyniki badan przedstawiono w postaci



krzywych wzrostu populacji komorek Stenotrophomonas maltophilia KB2 (rys.3) oraz
spadku stezenia substratu wzrostowego (rys.4).
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Rys.3. Zmiana stezenia biomasy w czasie dla wybranych poczatkowych stgzen fenolu
Fig.3. The variation of biomass concentration versus time for selected initial concentration of phenol
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Rys.4. Zmiana st¢zenia fenolu w czasie dla r6znych stezen poczatkowych substratu
Fig.4. Variation of phenol concentration versus time for different initial substrate concentration



Analizujac wyniki pomiaréw stwierdzono, ze wzrost poczatkowego stezenia
substratu nie wplywa znaczaco na wydluzenie lag fazy. Zauwazono takze, ze faza
wzrostu wykladniczego nie jest wspolna, a uzyskane wartosci u,,., sugeruja inhibicje
substratowa.

Wazna cecha szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 jest ich zdolnos¢ do
szybkiej utylizacji fenolu. W tabeli 2 poréwnano czas trwania rozktadu takich samych
dawek fenolu przez badany szczep KB2 i szczepy opisane w literaturze.

Tabela 2. Czas trwania rozktadu fenolu przez rézne szczepy
Table 2. Time of phenol decomposition by different strains

S " Pseudomonas Konsorcjum Konsorcjum Bacillus
tenlo tm}‘? i gmlg]gnzzs fluorescens bakterii bakterii cereus WJ1
mattophitia [21] [15] [25] [19]
Stezenie
R Czas [h
[gm] (0]
100 3 90 10 8,2 16
200 3,7 126 15 12 26
300 4,7 168 19 12,5 28
400 5,5 250 26 20 40

Stwierdzono, ze w momencie catkowitego wyczerpania fenolu w reaktorze,
konczyta sig¢ faza wzrostu (rys.5). Podobne zjawisko obserwowali Zhang i wsp. [19]
dla szczepu Bacillus cereus WIJ1. W kilku hodowlach kontynuowano pomiar
absorbancji po wyczerpaniu substratu. Zaobserwowano, ze faza zamierania, czyli
takiego okresu w hodowli, kiedy cze$¢ populacji staje si¢ pokarmem dla innych
komorek [17,24] rozpoczynata si¢ po bardzo kroétkiej fazie stacjonarnej lub wrecz
natychmiast po zakonczeniu fazy wzrostu logarytmicznego. Zebrane dane umozliwily
wyznaczenie wspotczynnika zamierania komorek (k) (rys.S) opisanego zaleznoscia:

ax =—k, X (5)
dt

Nalezy podkreslic, ze wartos¢ wspotczynnika zamierania nie zalezy od
poczatkowego stgzenia substratu w hodowli. Parametr ten wykorzystany bedzie przy
modelowaniu procesu kometabolicznej degradacji chlorofenoli w obecnosci fenolu
jako substratu wzrostowego.

Dla kazdego eksperymentu na podstawie krzywej wzrostu biomasy wyznaczono
wlasciwa szybko$¢ wzrostu z nachylenia prostej na potlogarytmicznym wykresie
zaleznosci stezenia biomasy od czasu hodowli podczas wzrostu logarytmicznego,
kiedy to wlasciwa szybko$¢ wzrostu jest stala (rys.6).
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Rys.5. Zmiany stg¢zenia biomasy i fenolu w czasie z uwzglednieniem fazy zamierania po wyczerpaniu

substratu wzrostowego k, (dla Sy =30 grm™)

Fig.5. The variation of biomass and phenol concentration versus time and the evaluation of decay

coefficient after complete consumption of substrate &, (for Sy =30 g'm™)
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Rys.6. Wyznaczenie wlasciwej szybkosci wzrostu z potlogarytmicznego wykresu zaleznos$ci stgzenia

biomasy od czasu (dla S, =100 g'm™)

Fig.6. Estimation of specific growth rate from the semi-logarithmic plot of biomass concentration versus

time (for S, = 100 g'm™)



Zgromadzona zostata w ten sposob baza danych u = f(S), ktdra przedstawiono na
wykresie (rys.7), a jej ksztalt potwierdza wczeSniejsze obserwacje, ze mamy do
czynienia z reakcja enzymatyczng inhibitowana przez substrat.

06

05 !

*

£ . ¢
S 04
0
g 3
N
H @
b .
g o3
-3
>
N
[
©
2
~0
% 02
H

0.1

0 . : . ‘ .

0 100 200 300 400 500

stezenie poczatkowe fenolu [g/m3]

Rys.7. Wplyw poczatkowego stezenia fenolu na wlasciwa szybkos$¢ wzrostu
Fig.7. Effect of initial phenol concentration on specific growth rate

W literaturze znalez¢é mozna wiele propozycji rownan opisujacych kinetyke
wzrostu mikroorganizméw inhibitowana substratem [21,26]. Najczgsciej stosowane
jest rownanie Haldene’a w postaci:

Mo S
S
(Kg+S8)A+ E)

p= ©)

Jesli K; >> K przedstawione powyzej rOwnanie upraszcza si¢ do:

Hias * S
2
KS+S+S—
K

i

U= (7

W oparciu o wilasna bazg danych eksperymentalnych wyestymowano warto$ci
statych réwnania kinetycznego, otrzymujac:



09-S
M= 3§ ®)
4897+S+ ———
256,12

ktore ze $rednim bledem procentowym nie przekraczajacym 5 % (R’ = 0,95) przybliza
cksperymentalne dane.

Na rys.8 poréwnano wlasciwa szybko$¢ wzrostu szczepu Stenotrophomonas
maltophilia KB2 z danymi zaczerpnigtymi z literatury, uzyskanymi dla innych
mikroorganizméw [27,28,29,30,31,32].
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Rys.8. Wihasciwa szybkos$¢ wzrostu réznych mikroorganizméw na fenolu: P. putida F1 [27]; P. putida
ATCC 17484 [28]; P. putida Q5 [29]; Burkholderia cepacia G4 [30]; P. putida ATCC 17514 i
P. resinovorans ATCC [31]; Candida tropicalis No. 708 [32]
Fig.8. The specific growth rate of various microorganisms in phenol: P. putida F1 [27]; P. putida ATCC
17484 [28]; P. putida Q5[29]; Burkholderia cepacia G4 [30]; P. putida ATCC 17514 i P. resinovorans
ATCC 14235 [31]; Candida tropicalis No. 708 [32]

Wigkszo$¢ badaczy stwierdza inhibitujacy wptyw fenolu na proces jego
biodegradacji, a zjawisko to opisuja rowniez rownaniem Haldane’a. W przypadku
szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 najwyzsza wilasciwa szybko$¢ wzrostu
obserwowano dla stezenia poczatkowego fenolu wynoszacego 100 g m™, podczas gdy
dane literaturowe wskazuja, ze mikroorganizmy osiagaja najwyzsza wlasciwa
szybkos¢ wzrostu dla o wiele nizszych stezen substratu wzrostowego. Wyznaczona



zostata rdwniez $rednia warto$¢ wspdtczynnika wydajnosci biomasy (Yys = 0,65) oraz
wspolczynnika zamierania k, = 0,05 h™.

Powyzsze fakty wskazuja, ze szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 jest
obiecujacym kandydatem dla zastosowan przemystowych (krotka faza zastoju, duza
aktywnos$¢ biodegradacyjna, optymalna szybko$¢ wzrostu osiggana przy stosunkowo
duzych stezeniach fenolu).

A550

ka

Hmax

RZ

WNIOSKI

W reaktorze okresowym przeprowadzono badania kinetyki biodegradacji
fenolu przez szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2. Badania
prowadzono w warunkach optymalnych dla wybranych mikroorganizméw
(pH 7, temp. 30°C, natlenienie 5-7 mg-1") stosujac rozne stezenia poczatkowe
fenolu.

Stwierdzono, ze szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 wykorzystuje
intensywnie fenol jako zrodto wegla i energii, a duze st¢zenia poczatkowe
fenolu nie wydtuzaja znaczaco fazy lag.

W oparciu o eksperymentalng bazg danych jako model kinetyczny wybrano
rownanie Haldane’a 1 wyestymowano stale tego rownania, otrzymujac:
tmar = 0,9 W', Ks=48,97 gm™ i K; =256,12 gm”.

Stwierdzono, ze wraz z catkowitym wyczerpaniem substratu wzrostowego
nastgpuje gwaltowne zatrzymanie wzrostu biomasy, a nastgpnie rozpoczyna
si¢ faza zamierania komorek.

OZNACZENIA - SYMBOLS

— absorbancja mierzona przy dhugosci fali 550 nm
absorbance by wave length 550 nm
— wspotczynnik zamierania, h™!
decay coefficient
— stata inhibicji, g'm™
inhibition constant
— stala nasycenia, g-m™
half saturation constant
— whasciwa szybko$¢ wzrostu, h™!
specific growth rate
— dtugos¢ fali
wave length
— maksymalna whasciwa szybko$é wzrostu, h™
maximum specific growth rate
— wspotczynnik korelacji
correlation rate
— stezenie substratu, gm’3



So

Xy

Yys

substrate concentration
— stezenie poczatkowe substratu, g'm”
initial substrate concentration
—czas, h
time
— stezenie biomasy, g'm™
biomas concentration
— poczatkowe stezenie biomasy, grm™
initial biomas concentration

3

— wspotczynnik wydajnosci
yield coefficient
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KINETICS OF PHENOL BIODEGRADATION BY STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA

KB2 STRAIN IN BATCH REACTOR

The subject of analysis presented in this study was kinetics of phenol biodegradation by bacterial
strain Stenotrophomonas maltophilia KB2. The examined strain was isolated from the activated sludge of
a sewage treatment plant. The ability of that Gram-negative strain to use phenol as the only source of
carbon and energy was connected with presence of special enzyme - phenol monooxygenase which took
part in first step of phenol metabolic pathway (formation of catechol) and then the biodegradation went
ortho- or metha- cleavage pathway. The experiments were conducted in a batch bioreactor for different
initial concentrations of phenol (25 - 500 g'm™) which was the only source of carbon and energy for the
tested microorganisms. Every test was conducted in the same conditions: temperature 30°C, pH 7,0,



aeration 5-7 mgl". During the experiment, at regular intervals, biomass concentration and growth
substrate concentration were determined. The concentration of biomass was determined by measuring the
absorbance of the fluid culture (4 = 550 nm). Next the suspension absorbance was converted into grams
of dry biomass according to the earlier calibration. The concentration of utilized substrate was determined
by means of the HPLC method.

For every experimental point, that was, for every initial dose of substrate, the InX = f(¢) graph was
prepared, from which the specific growth rate was determined. The data base compiled in this way was
shown in Fig.7. The research showed that at concentration in the solution exceeding ~ 100 gm, phenol
began to act as an inhibitor of bacterial activity. Therefore, the Haldane’s model was used to describe
Stenotrophomonas maltophilia KB2 strain growth kinetics on phenol, and kinetic equation parameters
were estimated (tye = 0.9 h', K, =48.97 gm™ and K; = 256.12 g'm™). The equation (8) with the mean
percentage error not exceeding 5% approximates the experimental data. The conducted experiments made
it possible to determine the value of the biomass yield coefficient. Its value changed depending on the
initial phenol concentration in the solution. The mean integral value of Yyg determined in the range of
changes of the initial phenol concentration in the solution of 25 - 500 g'm™ was 0.65.



