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Synteza, oczyszczanie i charakterystyka bioflokulantow
izolowanych ze szczepoéw bakteryjnych

Wstep

Akumulacja toksycznych substancji pochodzacych z réznych gatg-
zi przemyshu jest szczegdlnie alarmujaca w przypadku zbiornikéw
wodnych i gleby. Produkty powstajace w trakcie proceséw przemy-
stowych zawieraja metale cigzkie oraz inne zanieczyszczenia, ktére
bardzo trudno wyeliminowa¢ m.in. ze wzglgdu na ich niewielkie
masy czasteczkowe [Lee i in., 2014]. Oczyszczanie wody za pomoca
powszechnie znanych metod takich jak filtracja czy tez dekantacja
czgsto nie przynosi spodziewanych efektow [Brathby, 2006].

Interesujacym rozwiazaniem wydaje si¢ zastosowanie produktéw
przemian metabolizmu wtérnego bakterii i grzyboéw, ktére bedac
polimerami zdolne sa do przeprowadzania procesu flokulacji. Poli-
mery te (bioflokulanty) uczestnicza w wigzaniu zawieszonych
w roztworach czastek w wigksze agregaty, ktére pod wptywem gra-
witacji opadaja na dno zbiornikéw i dzigki temu umozliwiaja usunig-
cie zanieczyszczen. Ze wzgledu na duze mozliwosdci tego rodzaju
polimeréw poszukuje si¢ sposobéw pozyskiwania nowych organi-
zméw wytwarzajacych takie czasteczki.

Bioflokulanty dzigki swym wlasciwos$ciom ciesza si¢ zaintereso-
waniem naukowcow zajmujacych si¢ ochrong srodowiska. Takie
cechy bioflokulantéw jak biodegradowalnos¢, nietoksyczno$¢ zaréw-
no dla cztowieka jak i srodowiska naturalnego sprawiaja, Ze stosuje
sig je coraz czgSciej 1 w réznych dziedzinach.

Jednak preparaty flokulantéw otrzymywane z naturalnych Zrédet
sa wytwarzane przez organizmy z niska wydajnoscia. Dlatego tez
istnieje zapotrzebowanie na modyfikacje warunkéw hodowli mikro-
organizmow i prowadzenie bardziej wydajnych hodowli.

Przeprowadzone badania miaty na celu poréwnanie szczepéw bak-
teryjnych pod wzglgdem aktywnosci flokulacyjnej, ustalenie czasu
trwania hodowli dla kazdego szczepu oraz analiz¢ podstawowych
zmian biochemicznych zachodzacych w czasie hodowli mikroorgani-
zmow.

Materiaty i metody

Warunki hodowli bakteryjnych

Material do badan stanowily cztery szczepy bakteryjne nalezace do
promieniowcéw (Actinobacteria): Rhodococcus opacus (89), Rhodo-
coccus rhodochrous (202), Rhodococcus sp. (1) oraz Rhodococcus
opacus (1069).

Hodowlg komoérek bakteryjnych prowadzono w pozywce ptynnej,
stymulujacej wytwarzanie flokulantéw [Kurane i in., 1994]. Kolby
Erlenmayera o pojemnosci 100 ml zawierajace po 50 ml pozywki
szczepiono 5 ml zawiesiny komoérek odpowiedniego mikroorgani-
zmu. Hodowlg prowadzono na wytrzasarce rotacyjnej przy obrotach
130 rpm, w temperaturze 26 °C przez 11 dni. Podczas trwania ho-
dowli z kazdej kolby pobierano (w warunkach jalowych) prébki do
dalszych analiz. Wyniki przedstawione w pracy pochodza z dwéch
niezaleznych hodowli prowadzonych w trzech powtérzeniach.

Otrzymywanie preparatow bioflokulantow

10-dniowa hodowlg bakteryjna odwirowano (9 tys. rpm, 30 minut,
4 °C) w celu usunigcia komdrek natomiast uzyskany supernatant
stracano za pomocg etanolu w proporcji 2:1 i pozostawiono w tempe-
raturze 4 °C na 24 godziny. Nastgpnie calo$¢ odwirowano (9 tys.
rpm, 30 minut, 4 °C), a otrzymany osad rozpuszczono w wodzie
destylowanej. Preparat flokulantu dializowano przez 72 h w tempera-

turze 4 °C i po uptywie tego czasu cato$¢ poddano procesowi liofili-
zacji, uzyskujac wstgpnie oczyszczone preparaty bioflokulantéw
z czterech szczepdw bakteryjnych.

Metody analityczne

Aktywno$¢ flokulacyjna okreslano przez spektrofotometryczny
pomiar absorbancji (550 nm) z zastosowaniem zawiesiny kaolinowej
zawierajacej bezwodny chlorek wapnia [Kurane i in., 1994].

Dodatkowo oznaczono stezenie cukréw catkowitych [Dubois i in.,
1956], cukréw redukujacych [Ktyszejko-Stefanowicz, 2003] oraz
bialek [Bradford, 1976] w ptynie pohodowlanym, pobieranym
w trakcie trwania hodowli.

Aktywno$¢ flokulacyjna (AF) obliczano za pomoca wzoru:

AF[%]:ﬂ,IOQ (n
A
gdzie:

A — warto$¢ absorbancji préby kontrolne;j
B — warto$¢ absorbancji préby badane;j

Wyniki i dyskusja

Gléwnym celem wykonanych do§wiadczen bylo wybranie szczepu
o najwyzszej aktywnosci flokulacyjnej sposréd dostgpnych kolonii
(Rys. 1). Przebadano hodowle czterech szczepéw bakteryjnych (1,
89, 202, 1069), nalezacych do rodziny Nocardiaceae.

Okazato sig, ze sposréd analizowanych szczepdw, najwyzsza ak-
tywnos¢ flokulacyjna wynoszaca 85% w 11. dniu hodowli, wykazy-
wal ptyn pohodowlany otrzymany z hodowli bakteryjnej §9.

Natomiast szczepy 1069 i 202 osiagaly najwyzsza aktywnos¢ flo-
kulacyjna w 10. dniu hodowli, przy czym jej warto§¢ procentowa
utrzymywata si¢ w granicach od 60% do 75%. Z kolei aktywnos¢
flokulacyjna szczepu 1 wynosita maksymalnie 50% w 10. dniu ho-
dowli.

Zréznicowanie aktywnosci flokulacyjnej w poszczegdlnych dniach
hodowli analizowanych szczepéw bakteryjnych $wiadczy o tym, ze
pomimo bliskiego pokrewienstwa filogenetycznego badane kolonie
bakteryjne cechuja si¢ indywidualnymi cyklami przemian metabo-
licznych. Obserwuje sig¢ to szczegdlnie 7. dnia hodowli, w ktérym
szczep 89 uzyskuje aktywnos$¢ 78%, podczas gdy aktywno$¢ flokula-
cyjna pozostatych szczepéw wynosi 45-55%.
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Rys. 1. Aktywno$¢ flokulacyjna analizowanych szczepéw bakteryjnych
W czasie wzrostu na pozywce ptynnej
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Pomiary stgzen biatka dla kazdej hodowli w kolejnych dniach
wzrostu mikroorganizméw przedstawiono w tab. 1. Otrzymane war-
tosci sugeruja, ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia flokula-
cyjna a stgzeniem biatka. Nalezy zwrdci¢ uwagg na fakt, iz wszystkie
badane hodowle bakteryjne wykazywaly najwyzsze st¢zenie biatka
w 10. dniu hodowli, czyli w tej samej dobie inkubacji, gdy aktywnos¢
flokulacyjna osiagngta maksymalna wartosc.

Tab. 1. Stgzenie biatka [pug/ml] w ptynie pohodowlanym
w kolejnych dniach hodowli

Dzien Szczep bakteryjny
hodowli 1 89 202 1069
0 0 0 0 0
1 37,9 10,5 51,9 10,3
4 37,9 332 87,6 27,9
7 79,5 107,1 130,9 101,7
10 101,7 141,1 160,9 1384

W tab. 2 i 3 zaprezentowano stgzenia cukréw catkowitych i redu-
kujacych w ptynie pohodowlanym w poszczegélnych dniach hodowli
mikroorganizméw. Obserwuje si¢ systematyczne zuzycie glukozy
zawartej w pozywce z poczatkowego stezenia 16+0,4 mg/ml do
$rednio 3+5 mg/ml w przypadku 10. dnia hodowli. Zmniejszajace sig¢
stezenie glukozy dla kazdego z czterech analizowanych szczepéw
$wiadczy o intensywnym wzro$cie komdrek bakteryjnych.

Tab. 2. Stezenie cukréw catkowitych [mg/ml] ozna-
czanych metoda fenolowa w ptynie pohodowlanym
w kolejnych dniach hodowli

Dzien Szczep bakteryjny
hodowli 1 89 202 1069
0 15,7 16,4 16,6 15,8
1 13,6 14 15,4 14,3
4 11,3 5.5 7,7 6,2
7 7,6 4,1 49 4,1
10 75 39 43 25
Tab. 3. Stezenie cukréow redukujacych [mg/ml]
oznaczanych metoda  Somogyi-Nelsona w plynie
pohodowlanym w kolejnych dniach hodowli
Dzien Szczep bakteryjny
hodowli 1 89 202 1069
0 8,4 7,6 7,5 8,5
1 7,7 6,2 5,7 8,3
4 58 4,6 3,1 3,9
7 52 2,8 2,9 2,5
10 4,8 2,5 2,9 1,6

W pomiarach ggstosci hodowli (Rys. 2) nie wida¢ rdznic
w zuzyciu podstawowego zrédla wegla w pozywce oraz zmiennej
warto§ci  aktywno$ci flokulacyjnej w obrgbie analizowanych
szczepéw. Mozna zaobserwowa¢ zblizone wartosci absorbancji
w kolejnych dniach hodowli mikroorganizméw §wiadczace o tym, ze
ilo$¢ bakterii rozmnazajacych si¢ wyktadniczo jest podobna, pomimo
zastosowania réznych szczepéw. Faza wyktadnicza trwa do 4. dnia
hodowli w przypadku kazdego szczepu, po czym obserwujemy
powolne przechodzenie do fazy stacjonarnej, w ktérej nie zachodza
juz podzialy komérkowe, a tym samym nie obserwuje si¢ wzrostu
liczby komoérek bakteryjnych.

Natomiast analizujac dane przedstawione na rys. 3. mozna
zauwazyC, ze wszystkie badane hodowle bakteryjne charakteryzuja
si¢ warto$ciami pH hodowli zblizonymi do zasadowego. Warto$¢ pH
hodowli szczepéw 1069 i 202 w ciagu catego okresu inkubacji
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Rys. 2. Ggsto$¢ hodowli poszezegdlnych szczepow
w kolejnych dniach wzrostu na pozywce A
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Rys. 3. Warto$¢ pH hodowli poszczegdlnych szczepdw

oscyluje w granicach 8, z kolei w przypadku szczepéw 1 i 89
obserwuje si¢ wzrost wartoSci pH z poczatkowej wartosci
wynoszacej 7 do 8,5 w 10. dniu hodowli.

Przeprowadzone hodowle pozwolity na ustalenie optymalnego
czasu inkubacji, w ktérym aktywno$¢ flokulacyjna danego szczepu
jest najwyzsza.

Dalszy etap badan stanowita izolacja polimeru zewnatrz-
komoérkowego z ptynu pohodowlanego. W tym celu zastosowano
powszechnie uzywana metodg straceniowa za pomoca etanolu,
aotrzymany osad bioflokulantu poddano nast¢pnie dializie
iliofilizacji  otrzymujac preparaty  wstgpnie  oczyszczonych
lioflizatéw dla kazdego z badanych szczepéw bakteryjnych.
Przygotowane roztwory bioflokulantéw o stgzeniu 1 mg/ml
zanalizowano pod wzgledem aktywnosci flokulacyjne;.

Na podstawie wynikéw zebranych w tab. 4, stwierdzono, ze proces
oczyszczania nie wplywa znaczaco na aktywno$¢ flokulacyjna
otrzymanych preparatéw bioflokulantéw. Dodatkowo
zaobserwowano  zalezno$¢  pomigdzy  masa  uzyskanych
bioflokulantéw a ich aktywnoscia flokulacyjna. W przypadku
kazdego z analizowanych szczepéw, stwierdzono, Zze im wyzsza
aktywno$¢ flokulacyjna tym wigcej preparatu bioflokulantu
otrzymano po procesie oczyszczania. Tak jak w przypadku analiz
ptynu pohodowlanego, najwyzsza aktywnoscia charakteryzuje sig
preparat bioflokulantu syntetyzowany przez szczep Rhodococcus
opacus (89).

Tab. 4. Poréwnanie liofilizatéw otrzymanych z poszczegélnych szczepéw

Szczep bakteryjny
Parametr
1 89 202 1069
Aktywnos¢ flokulacyjna [%] 63 76 72 70
Masa flokulantéw uzyskana ze
100 ml ptynu pohodowlanego 43 96 60 52
[mg]
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Whioski

Analizujac wyniki otrzymane w przeprowadzonych doswiadcze-
niach mozna stwierdzi¢, ze szczepy bakteryjne nalezace do Actino-
bacteria wykazuja zdolno$ci flokulacyjne o zréznicowanych aktyw-
nos$ciach. Szczegdlnie nalezy zwréci¢ uwage na wysoka aktywno$¢
szczepu 89, ktéra w przypadku plynu pohodowlanego wynosi 85%
i co istotne, otrzymany preparat nie traci w znaczacy sposob aktyw-
noéci flokulacyjnej w wyniku kolejnych etapéw oczyszczania.
W przypadku tego szczepu otrzymano najwigksza ilo$¢ preparatu
bioflokulantu w przeliczeniu na 100 ml ptynu pohodowlanego.
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