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Synteza, oczyszczanie i charakterystyka bioflokulantów  
izolowanych ze szczepów bakteryjnych 

 

Wstęp 

Akumulacja toksycznych substancji pochodzących z różnych gałę-
zi przemysłu jest szczególnie alarmująca w przypadku zbiorników 

wodnych i gleby. Produkty powstające w trakcie procesów przemy-

słowych zawierają metale ciężkie oraz inne zanieczyszczenia, które 

bardzo trudno wyeliminować m.in. ze względu na ich niewielkie 

masy cząsteczkowe [Lee i in., 2014]. Oczyszczanie wody za pomocą 
powszechnie znanych metod takich jak filtracja czy też dekantacja 

często nie przynosi spodziewanych efektów [Brathby, 2006].  

Interesującym rozwiązaniem wydaje się zastosowanie produktów 

przemian metabolizmu wtórnego bakterii i grzybów, które będąc 

polimerami zdolne są do przeprowadzania procesu flokulacji. Poli-

mery te (bioflokulanty) uczestniczą w wiązaniu zawieszonych 

w roztworach cząstek w większe agregaty, które pod wpływem gra-

witacji opadają na dno zbiorników i dzięki temu umożliwiają usunię-
cie zanieczyszczeń. Ze względu na duże możliwości tego rodzaju 

polimerów poszukuje się sposobów pozyskiwania nowych organi-

zmów wytwarzających takie cząsteczki.  

Bioflokulanty dzięki swym właściwościom cieszą się zaintereso-

waniem naukowców zajmujących się ochroną środowiska. Takie 

cechy bioflokulantów jak biodegradowalność, nietoksyczność zarów-

no dla człowieka jak i środowiska naturalnego sprawiają, że stosuje 

się je coraz częściej i w różnych dziedzinach.  

Jednak preparaty flokulantów otrzymywane z naturalnych źródeł 

są wytwarzane przez organizmy z niską wydajnością. Dlatego też 
istnieje zapotrzebowanie na modyfikacje warunków hodowli mikro-

organizmów i prowadzenie bardziej wydajnych hodowli. 

Przeprowadzone badania miały na celu porównanie szczepów bak-

teryjnych pod względem aktywności flokulacyjnej, ustalenie czasu 

trwania hodowli dla każdego szczepu oraz analizę podstawowych 

zmian biochemicznych zachodzących w czasie hodowli mikroorgani-

zmów. 

Materiały i metody  
 

Warunki hodowli bakteryjnych 

Materiał do badań stanowiły cztery szczepy bakteryjne należące do 

promieniowców (Actinobacteria): Rhodococcus opacus (89), Rhodo-

coccus rhodochrous (202), Rhodococcus sp. (1) oraz Rhodococcus 

opacus (1069).  

Hodowlę komórek bakteryjnych prowadzono w pożywce płynnej, 

stymulującej wytwarzanie flokulantów [Kurane i in., 1994]. Kolby 

Erlenmayera o pojemności 100 ml zawierające po 50 ml pożywki 

szczepiono 5 ml zawiesiny komórek odpowiedniego mikroorgani-

zmu. Hodowlę prowadzono na wytrząsarce rotacyjnej przy obrotach 

130 rpm, w temperaturze 26 °C przez 11 dni. Podczas trwania ho-

dowli z każdej kolby pobierano (w warunkach jałowych) próbki do 

dalszych analiz. Wyniki przedstawione w pracy pochodzą z dwóch 

niezależnych hodowli prowadzonych w trzech powtórzeniach. 

Otrzymywanie preparatów bioflokulantów 

10-dniową hodowlę bakteryjną odwirowano (9 tys. rpm, 30 minut, 

4 °C) w celu usunięcia komórek natomiast uzyskany supernatant 

strącano za pomocą etanolu w proporcji 2:1 i pozostawiono w tempe-

raturze 4 °C na 24 godziny. Następnie całość 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 upływie tego czasu całość poddano procesowi liofili-

zacji, uzyskując wstępnie oczyszczone preparaty bioflokulantów 

z czterech szczepów bakteryjnych. 

Metody analityczne 

Aktywność flokulacyjną określano przez spektrofotometryczny 

pomiar absorbancji (550 nm) z zastosowaniem zawiesiny kaolinowej 

zawierającej bezwodny chlorek wapnia [Kurane i in., 1994].  

Dodatkowo oznaczono stężenie cukrów całkowitych [Dubois i in., 

1956], cukrów redukujących [Kłyszejko-Stefanowicz, 2003] oraz 

białek [Bradford, 1976] w płynie pohodowlanym, pobieranym 

w trakcie trwania hodowli.  

Aktywność flokulacyjną (AF) obliczano za pomocą wzoru: 

 

 100[%] AF ⋅
−

=
A

BA  (1) 

gdzie:           

A − wartość absorbancji próby kontrolnej 

B − wartość absorbancji próby badanej 

Wyniki i dyskusja 

Głównym celem wykonanych doświadczeń było wybranie szczepu 

o najwyższej aktywności flokulacyjnej spośród dostępnych kolonii 

(Rys. 1). Przebadano hodowle czterech szczepów bakteryjnych (1, 

89, 202, 1069), należących do rodziny Nocardiaceae.  

Okazało się, że spośród analizowanych szczepów, najwyższą ak-

tywność flokulacyjną wynoszącą 85% w 11. dniu hodowli, wykazy-

wał płyn pohodowlany otrzymany z hodowli bakteryjnej 89.  

Natomiast szczepy 1069 i 202 osiągały najwyższą aktywność flo-

kulacyjną w 10. dniu hodowli, przy czym jej wartość procentowa 

utrzymywała się w granicach od 60% do 75%. Z kolei aktywność 
flokulacyjna szczepu 1 wynosiła maksymalnie 50% w 10. dniu ho-

dowli. 

Zróżnicowanie aktywności flokulacyjnej w poszczególnych dniach 

hodowli analizowanych szczepów bakteryjnych świadczy o tym, że 

pomimo bliskiego pokrewieństwa filogenetycznego badane kolonie 

bakteryjne cechują się indywidualnymi cyklami przemian metabo-

licznych. Obserwuje się to szczególnie 7. dnia hodowli, w którym 

szczep 89 uzyskuje aktywność 78%, podczas gdy aktywność flokula-

cyjna pozostałych szczepów wynosi 45-55%. 

 

Rys. 1. Aktywność flokulacyjna analizowanych szczepów bakteryjnych  

w czasie wzrostu na pożywce płynnej 
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Pomiary stężeń białka dla każdej hodowli w kolejnych dniach 

wzrostu mikroorganizmów przedstawiono w tab. 1. Otrzymane war-

tości sugerują, że istnieje zależność pomiędzy aktywnością flokula-

cyjną a stężeniem białka. Należy zwrócić uwagę na fakt, iż wszystkie 

badane hodowle bakteryjne wykazywały najwyższe stężenie białka 

w 10. dniu hodowli, czyli w tej samej dobie inkubacji, gdy aktywność 
flokulacyjna osiągnęła maksymalną wartość. 

Tab. 1. Stężenie białka [µg/ml] w płynie pohodowlanym  

w kolejnych dniach hodowli 

Szczep bakteryjny Dzień 

hodowli 1 89 202 1069 

0 0 0 0 0 

1 37,9 10,5 51,9 10,3 

4 37,9 33,2 87,6 27,9 

7 79,5 107,1 130,9 101,7 

10 101,7 141,1 160,9 138,4 

 

W tab. 2 i 3 zaprezentowano stężenia cukrów całkowitych i redu-

kujących w płynie pohodowlanym w poszczególnych dniach hodowli 

mikroorganizmów. Obserwuje się systematyczne zużycie glukozy 

zawartej w pożywce z początkowego stężenia 16±0,4 mg/ml do 

średnio 3÷5 mg/ml w przypadku 10. dnia hodowli. Zmniejszające się 
stężenie glukozy dla każdego z czterech analizowanych szczepów 

świadczy o intensywnym wzroście komórek bakteryjnych. 

 
Tab. 2. Stężenie cukrów całkowitych [mg/ml] ozna-

czanych metodą fenolową w płynie pohodowlanym  

                    w kolejnych dniach hodowli 
 

Szczep bakteryjny Dzień 

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 4,9 4,1 

10 7,5 3,9 4,3 2,5 

 

 

Tab. 3. Stężenie cukrów redukujących [mg/ml]  

oznaczanych metodą  Somogyi-Nelsona w płynie  

        pohodowlanym w kolejnych dniach hodowli 
 

Szczep bakteryjny Dzień 

hodowli 1 89 202 1069 

0 8,4 7,6 7,5 8,5 

1 7,7 6,2 5,7 8,3 

4 5,8 4,6 3,1 3,9 

7 5,2 2,8 2,9 2,5 

10 4,8 2,5 2,9 1,6 

 

W pomiarach gęstości hodowli (Rys. 2) nie widać różnic 

w zużyciu podstawowego źródła węgla w pożywce oraz zmiennej 

wartości aktywności flokulacyjnej w obrębie analizowanych 

szczepów. Można zaobserwować zbliżone wartości absorbancji 

w kolejnych dniach hodowli mikroorganizmów świadczące o tym, że 

ilość bakterii rozmnażających się wykładniczo jest podobna, pomimo 

zastosowania różnych szczepów. Faza wykładnicza trwa do 4. dnia 

hodowli w przypadku każdego szczepu, po czym obserwujemy 

powolne przechodzenie do fazy stacjonarnej, w której nie zachodzą 
już podziały komórkowe, a tym samym nie obserwuje się wzrostu 

liczby komórek bakteryjnych. 

Natomiast analizując dane przedstawione na rys. 3. można 

zauważyć, że wszystkie badane hodowle bakteryjne charakteryzują 
się wartościami pH hodowli zbliżonymi do zasadowego. Wartość pH 

hodowli   szczepów  1069  i  202   w  ciągu  całego  okresu  inkubacji 

 

Rys. 2. Gęstość hodowli poszczególnych szczepów  

w kolejnych dniach wzrostu na pożywce A 

 

Rys. 3. Wartość pH hodowli poszczególnych szczepów  

oscyluje w granicach 8, z kolei w przypadku szczepów 1 i 89 

obserwuje się wzrost wartości pH z początkowej wartości 

wynoszącej 7 do 8,5 w 10. dniu hodowli. 

Przeprowadzone hodowle pozwoliły na ustalenie optymalnego 

czasu inkubacji, w którym aktywność flokulacyjna danego szczepu 

jest najwyższa.  

Dalszy etap badań stanowiła izolacja polimeru zewnątrz-

komórkowego z płynu pohodowlanego. W tym celu zastosowano 

powszechnie używaną metodę strąceniową za pomocą etanolu, 

a otrzymany osad bioflokulantu poddano następnie dializie 

i liofilizacji otrzymując preparaty wstępnie oczyszczonych 

lioflizatów dla każdego z badanych szczepów bakteryjnych. 

Przygotowane roztwory bioflokulantów o stężeniu 1 mg/ml 

zanalizowano pod względem aktywności flokulacyjnej.  

Na podstawie wyników zebranych w tab. 4, stwierdzono, że proces 

oczyszczania nie wpływa znacząco na aktywność flokulacyjną 
otrzymanych preparatów bioflokulantów. Dodatkowo 

zaobserwowano zależność pomiędzy masą uzyskanych 

bioflokulantów a ich aktywnością flokulacyjną. W przypadku 

każdego z analizowanych szczepów, stwierdzono, że im wyższa 

aktywność flokulacyjna tym więcej preparatu bioflokulantu 

otrzymano po procesie oczyszczania. Tak jak w przypadku analiz 

płynu pohodowlanego, najwyższą aktywnością charakteryzuje się 
preparat bioflokulantu syntetyzowany przez szczep Rhodococcus 

opacus (89). 

 
Tab. 4.  Porównanie liofilizatów otrzymanych z poszczególnych szczepów  

 

Szczep bakteryjny 
Parametr 

1 89 202 1069 

Aktywność flokulacyjna [%] 63 76 72 70 

Masa flokulantów uzyskana ze 

100 ml płynu pohodowlanego 

[mg] 

43 96 60 52 
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Wnioski 

Analizując wyniki otrzymane w przeprowadzonych doświadcze-
niach można stwierdzić, że szczepy bakteryjne należące do Actino-

bacteria wykazują zdolności flokulacyjne o zróżnicowanych aktyw-
nościach. Szczególnie należy zwrócić uwagę na wysoką aktywność 
szczepu 89, która w przypadku płynu pohodowlanego wynosi 85% 
i co istotne, otrzymany preparat nie traci w znaczący sposób aktyw-
ności flokulacyjnej w wyniku kolejnych etapów oczyszczania. 
W przypadku tego szczepu otrzymano największą ilość preparatu 
bioflokulantu w przeliczeniu na 100 ml płynu pohodowlanego.  
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Utlenianie 2,4-dichlorofenolu  
z zastosowaniem homogenicznego fotosensybilizatora 

 

Wstęp 

Fenole, czyli związki mające w swojej budowie grupę hydroksy-
lową -OH związaną bezpośrednio z pierścieniem aromatycznym 
[Khoddami i in., 2013; Krygowski i in, 2001], są bardzo często 
związkami toksycznymi, które w sposób znaczący przyczyniają się 
do zanieczyszczenia wód [Commision of the European Comunities, 

1980; Davi i Gnudi, 1999]. 

Chlorofenole, chlorowane pochodne fenolu, również wykazują 
dużą toksyczność dla organizmów żywych [Dmitruk i in, 2006;]. Są 
one substancjami stałymi w temperaturze pokojowej, z wyjątkiem 2-
monochlorofenolu, który topi się w temperaturze 8°C. Ich rozpusz-
czalność w wodzie jest niska [Sigma-Aldrich, 2014]. Pomimo ich 
dużej toksyczności stosuje się je jako środki bakteriobójcze, środki 
grzybobójcze i środki konserwujące [Jia i in., 2012]. Chlorofenole są 
często wytwarzane w procesach technologicznych podczas dezynfek-
cji wody chlorem oraz w procesach chlorowania fenolu. Związki te 
mogą być również zostać utworzone w wyniku transformacji środo-
wiskowych jednego herbicydów np. kwasu 2,4-
dwuchlorofenoksyoctowego [Czaplicka, 2004].  

2,4-dichlorofenol (2,4-DCP) jest przedstawicielem grupy chloro-
fenoli. Jest to atrakcyjny półprodukt wyjściowy stosowany w prze-
myśle organicznym np. do produkcji wyższych chlorofenoli 
[Chemicalbook, 2010] oraz półprodukt wykorzystywany do produkcji 
środków przeciwmolowych. Głównym zastosowaniem 2,4-DCP jest 
wynosząca rocznie wiele tysięcy ton produkcja środków chwastobój-
czych: kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego, kwasu 2-(2,4-
dichlorofenoksy) propionowego jak również kwasu 2-(2,4-
dichlorofenoksy) masłowego [USEPA, 1980]. Do końca lat 80. XX 
w. 2,4-DCP był stosowany jako składnik środków chemicznych 
służących do impregnacji drewna budowlanego i zabezpieczającego 
przed rozwojem grzybów oraz insektów. Od końca lat 80-tych XX w. 
ksylamit, w którym 2,4-DCP był stosowany został zakazany ze 
względu na pogorszenie ogólnego stanu zdrowia i samopoczucia 
osób, które wdychały opary środka, którym impregnowano drewno 
budowlane [Niesłochowski, 2013]. 

Wysoka toksyczność chlorofenoli sprawia, że nawet niewielkie ich 
ilości uwolnione do środowiska niosą za sobą poważne konsekwen-
cje. Powszechnie wiadomo, że bardzo niskie stężenia chlorofenoli 
w wodzie powodują znaczne pogorszenie jej smaku i zapachu 
[Dmitruk i in, 2006], należy więc zadbać o skuteczne ich usuwanie.  

Istniejące metody usuwania związków organicznych z wody moż-
na podzielić na fizyczne, chemiczne i biologiczne. Metody te, nie 
zawsze są w stanie poradzić sobie z coraz to nowszymi i trudniej 
degradowalnymi związkami chemicznymi. Szczególne znaczenie 
w procesach oczyszczania wody z ciężko degradowalnych związków 
zyskały procesy zaawansowanego utleniania (AOP), wykorzystujące 
wysoki potencjał utleniający rodników hydroksylowych 
[Włodarczyk-Makuła i Obstój, 2013]. Jednak pomimo sukcesów 
niektórych metod AOP, nadal prowadzone są badania poszukujące 
doskonalszych i tańszych metod pozwalających uporać się z proble-
mem zanieczyszczenia wód.  

Proces fotochemicznej degradacji, jakim jest fotosensybilizowane 
utlenianie, w którym do degradacji związku wykorzystuje się formę 
tlenu singletowego 1O2 [Bartosz, 2009] stanowi alternatywe dla 
wcześniej wspomnianych metod. Tlen singletowy 1O2 jest wzbudzo-
ną formą tlenu cząsteczkowego. Nadmiar energii w cząsteczce tlenu 
singletowego powoduje, że cząsteczka 1O2 jest bardzo reaktywna 
i może bezpośrednio utleniać wiele makrocząsteczek. Wśród metod 
pozwalających na otrzymanie 1O2, można wyróżnić następujące: 
wytwarzanie w reakcjach chemicznych, wyładowania w fazie gazo-
wej oraz proces fotosensybilizacji.  

Fotosensybilizacja jest procesem, w którym zmiany fotochemiczne 
zachodzą w cząsteczkach jednego indywiduum, podczas gdy promie-
niowanie zostaje zaabsorbowane przez cząsteczki innego związku 
nazywanego fotosensybilizatorem lub fotouczulaczem [Pączkowski, 

2003]. Fotosensybilizatory są cząsteczkami, często barwnikami, które 
usprawniają generowanie tlenu singletowego. Fotosensybilizatory 
występują zarówno w układach żywych jak również poza nimi. En-
dogenne fotosensybilizatory, występujące w organizmach żywych, 
obejmują takie cząsteczki jak chlorofil, bilirubiny, porfiryny. 
Wszystkie związki wykazujące działanie fotosensybilizujące można 
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