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Biodegradacja serwatki z wykorzystaniem szczepu B. licheniformis

Wprowadzenie

Zaktady mleczarskie od lat borykaja si¢ z problemem utylizacji ser-
watki — poprodukcyjnego ptynu zawierajacego znaczne ilosci laktozy
(ok. 45 kg'm™) i biatka (ok. 11 kg'm™). Bialka w niej zawarte s bardzo
wartosciowe z punktu widzenia przemystu spozywczego, farmaceu-
tycznego czy chemicznego. Za pomoca metod membranowych, chro-
matograficznych, wysalania i wielu innych mozemy uzyskac interesu-
jace nas frakcje, a niezdatny do dalszego odzysku strumien poddac bio-
degradacji. Medium to jest doskonatg pozywka dla mikroorganizmow
z racji wspomnianej wczesniej duzej zawartosci laktozy.

Idealnym szczepem do procesu biodegradacji serwatki jest Bacillus
licheniformis — szczep Gram dodatni, nalezacy do typu Firmicutes.

W celu opracowania procesu biodegradacji w bioreaktorze dzialaja-
cym okresowo i docelowo w sposob ciagly niezbgdne jest wyznaczenie
kinetyki wzrostu B.licheniformis na podtozu sktadajacym sig z serwatki
przemystowej (powstatej przy produkcji kozich seréw podpuszczko-
wych). Byto to przedmiotem niniejszej pracy. W tym celu sporzadzono
roztwory serwatki o roznych st¢zeniach i wyznaczono wtasciwa szyb-
ko$¢ wzrostu oraz szybkos$¢ utylizacji substancji organicznych.

Materiaty i metody

W celu pozbycia si¢ naturalnej mgtnosci serwatki (pozostatosci
skrzepu kazeinowego i tluszczu) serwatkg wirowano przez 20 minut
w wiréwcee z chlodzeniem (4°C) o przyspieszeniu 9508 G. Nastgpnie
dodawano CaCl, w temperaturze 2+5°C (1,2 kg-m’s) w celu pozbycia
si¢ nadmiaru thuszczu przez stracenie go w postaci kompleksow lipido-
wo-fosforanowych. W kolejnym etapie doprowadzono serwatkg do pH
7,3, nastgpnie podgrzano roztwor do temperatury 55°C i utrzymywa-
no takie warunki przez 8 minut. Powstala zawiesing wirowano przez
20 minut w temperaturze 4°C [A/mecija i in., 2007].

Stezenie komorek (X) oznaczano za pomoca analizy spektrofotome-
trycznej przy dtugoscei fali A = 550 [nm] wykorzystujac krzywa standar-
dowa o réwnaniu X [kg-m'3] =0,389 Abs (550).

Zawartosé biatka mierzono za pomoca analizy kolorymetrycznej
Lowry’ego i in. [1951] z wykorzystaniem krzywej na albuming wotowa
o rownaniu Cy;pa [kg~m'3] =0,396 Abs (750).

Zawartos¢ laktozy oznaczano metoda DNS przy wykorzystaniu krzy-
wej standardowej Ciyyoyy [kg-m'3] =2,360 Abs (550) [Miller, 1959].

Pobierano probki z hodowli w rownych odstgpach czasu i mierzono
bezposrednio stgzenie mikroorganizméw. Do analizy Lowry ‘ego i DNS
probki wirowano przez 7 minut przy przyspieszeniu wirdwki wynosza-
cym 4 226 G.

Wyniki i ich oméwienie

Przed przystapieniem do badan z wykorzystaniem szczepu Bacillus
licheniformis sprawdzono zdolno$¢ do rozkladu laktozy i biatka przez
rodzime szczepy bakteryjne wystgpujace w serwatce. Mierzono stgze-
nie laktozy i bialka w czasie, w kolbach inkubowanych w temperaturze
38°C, zawierajacych jedynie rozcienczona (szescio- 1 trzykrotnie) ser-
watke. Odczyn pH wynosit 4,5.

Jak wida¢ na rys.1 zawarte w serwatce szczepy do swych przemian
metabolicznych zuzywaja obecna w serwatce laktozg oraz biatko, cho¢
jego spadek jest bardzo powolny, co takze moze wynikac z obecnosci w
serwatce rodzimych enzymow proteolitycznych m.in. plazminy [Milk
Facts — Milk Enzymes).
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Rys. 1. Zmiana stezenia laktozy i biatka w serwatce 3-krotnie rozcieniczonej,
inkubowanej przez 12 dni w 38°C

Wzrost szczepu B. licheniformis
na podtozu serwatkowym

W celu opracowania kinetyki wzrostu szczepu B. licheniformis spo-
rzadzono roztwory bedace w rdéznym stopniu rozcienczona serwat-
ka, w ktorych stgzenie poczatkowe laktozy wynosito od 0,8 do 11,6
[kg'm'3]. W przypadku serwatki bardziej zat¢zonej obserwowano po ok.
200 h hodowli wchodzenie hodowli w fazg zamierania pomimo obecno-
sci sktadnikow organicznych, zarowno bialka, jak i laktozy. Poniewaz
stezenie biomasy nie osiagato wowczas poziomu (X >10 [kg-m'3]), przy
ktorym nalezatoby oczekiwa¢ utrudnionego wzrostu, nagromadzenia
licznych metabolitow itp., stad takie zjawisko przypisuje si¢ zaistnieniu
inhibicji monocukrami (lub jednym z nich) powstajacych jako produkt
posredni w duzej iloéci przy wysokim stezeniu laktozy.

W trakcie kazdej hodowli monitorowano stgzenie komorek, biatka
i cukru. Przyktadowe przebiegi przedstawiono na rys. 2.

(4)
- L27a ®Biatko
= 1
@ . mLaktoza
= 038 - A Biomasa
g . [
2 04
w . [ ] P
0,2 " | . ‘ o &
0 T !
0,0E+00  2,0E+05 4,0E+05 6,0E+05  8,0E+05
czas [s]
3
25 ' ®
| ® Bialko
"2 W
£ W Laktoza
1]
= 15 a A Biomasa
= u
§ 1 ada
2 eed a
GO,S -:...t““ A
oe o [ ]
0 & L] T T ]
0,0E+00 5,0E+05 1,0E+06 1,5E+06
czas [s]

Rys.2. Zmiana stgzenia substancji organicznych zawartych w serwatce oraz stgzenia
biomasy w czasie trwania hodowli okresowej dla serwatki rozcienczonej 16 razy (A)
i 36 razy (B)

Na podstawie uzyskanych wynikéw, zaobserwowano, ze badany
szczep bardzo szybko wchodzi w fazg wzrostu logarytmicznego (faza
zastoju trwa ok. 4+5 h) i w badanym zakresie nie zalezy od stgzenia
substancji organicznych zawartych w serwatce.
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Wzrostowi stgzenia biomasy towarzyszy intensywny (niemal linio-
wy) spadek stezenia laktozy i wolniejszy (tez liniowy) stgzenia bial-
ka. W momencie wyczerpania si¢ zapaséw laktozy hodowla zaczyna
wchodzi¢ w fazg zamierania. Zauwazalny jest jednak wowczas, dalszy
powolny spadek stezenia bialka.

Szybkos¢ biodegradacji laktozy r; jest zalezna do jej stgzenia (Rys. 3).
Dla stgzen mniejszych niz 2 [kg m'3] szybkos$¢ ta moze zosta¢ opisa-
na kinetyka pierwszego rzedu, a stata szybkosci biodegradacji wynosi
w tym wypadku £,=3,0810°[s™].
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Rys. 3. Szybko$¢ zuzycia laktozy w funkcji stgzenia
Podczas wzrostu B. licheniformis nastgpuje rowniez spadek stgzenia

biatek serwatkowych. Szybkos¢ biodegradowania biatka jest o rzad niz-
sza od szybko$ci wyznaczonej dla sktadnika cukrowego (Rys. 4).
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Rys. 4. Szybkos¢ zuzycia biatka w funkcji stezenia

Sredni wspotezynnik wydajnosci biomasy:

Xy = =Ko (1
Cs,0 ~ Xs,t

wynosi, w przeliczeniu na laktoz¢ Y = 0,33 (btad wzgledny dla obli-
czen wyniost A = 14,7%). Dla biatka jest on bardzo niski.

Rozpatrujac wlasciwa szybkos¢ wzrostu B. licheniformis na podtozu
serwatkowym dla st¢zen mniejszych niz 2 [kg-m'3] mozna przyjaé, iz
jest to reakcja 1 — szego rzedu ze wzgledu na stgzenie laktozy, a stata
szybkosci wzrostu wynosi ky=3,45107 [m3-kg‘1‘s'1]. Dla stezen wigk-
szych niz 2 [kg~rn'3] obserwuje si¢ inhibicj¢ substratowa wynikajaca
z wysokiego stezenia jednego (badZ obu) substratow (Rys. 5), gdyz
wysokiemu stgzeniu laktozy towarzyszy stosunkowo wysokie stezenie
biatka (stosunek st¢zenia laktozy do biatka w serwatce koziej jest staly
i wynosi ok. 4:1).
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Rys. 5. Kinetyka wzrostu B .licheniformis na serwatce w funkcji stezenia laktozy

Znajac wspotczynnik wydajnosci biomasy mozna uzalezni¢ szybkosé
wzrostu biomasy od szybkosci biodegradacji (zuzycia) laktozy:

1
=yt 2
Natomiast znajac pozostate parametry kinetyki wzrostu B.l/ichenifor-
mis mozna na ich podstawie zaprojektowac proces biodegradacji w bio-
reaktorze okresowym, by docelowo utylizowa¢ to medium w bioreak-
torze o dziataniu ciaglym.
Tak wigc, szybkos¢ przyrostu biomasy w bioreaktorze wynosi:

1 = X1 = Xkye, = X-3,45-107¢, )

czyli jest Scisle zalezna od aktualnego stgzenia biomasy i laktozy.

Whioski

Serwatka przemystowa jest roztworem zawierajacym znaczace ilosci
biatek, wérdd ktorych sa te (np. immunoglobuliny, laktoferyna) o wila-
sciwosciach leczniczych. Jednak zawsze po odzysku cennych bialek
czy bezposrednio po produkcji seréw w serwatce pozostaje czgs$¢ biatek
i duza ilo$¢ laktozy.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze szczep bak-
teryjny B.licheniformis moze zosta¢ wykorzystany w procesie biode-
gradacji zarowno laktozy, jak i biatek.

Szczep ten do skompikowanych przemian metabolicznych i wzrostu
wykorzystuje obecng w serwatce laktozg 1 w mniejszym stopniu biatko
(ale nalezy zaznaczy¢, ze rzadko biodegradacji poddaje si¢ serwatke
bez uprzedniej proby wykorzystania i odzysku bialek serwatkowych
i z reguly wyjsciowe stgzenie biatka bgdzie nizsze anizeli poddawane
badaniu). Odnotowywany spadek stezenia biatka po wejsciu hodowli
w fazg¢ zamierania (Rys. 2) wynika ze zdolnos$ci stosowanego szczepu
do oddychania azotanowego (denitryfikacji) [Singleton, 1999].

Okreslenie kinetyki wzrostu B./icheniformis zostato ograniczone do
stgzen laktozy ponizej 5 [kg-m'S], co nie oznacza, ze dla stgzen wyz-
szych nie odnotowano spadku zawartosci laktozy czy wzrostu metno-
$ci. Problem przedwczesnego wchodzenia w fazg zastoju moze zostac
rozwigzany w klasycznym reaktorze ciagtym lub w reaktorze membra-
nowym.

Oznaczenia

¢ — stezenie, [kg m'3]
k — stata szybkosci reakcii, [s”,m kg "s™]
r — szybkos¢ reakeji, [kg'm™'s"']
t — czas, [s]
X — stgzenie biomasy, [kg-mﬁ]
Y., — wspotczynnik wydajnosci biomasy
u — wlasciwa szybko$¢ wzrostu, [sl]
A — dlugosé¢ fali §wietlnej, [nm]
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