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STRESZCZENIE

W pracy podjeto prébe wykorzystania czterech szczepow grzybow strzepkowych Rhizopus oligosporus do
biodegradacji $ciekdw z przemystu krochmalniczego po uprzednim przetestowaniu ich na podtozu modelo-
wym imitujgcym $cieki ziemniaczane. Do oczyszczania Sciekdw zastosowano mikroorganizmy, ktére posiadajg
szerokie zastosowanie do produkcji zywnosci fermentowanej i sg bezpieczne dla organizmu ludzkiego jak
i dla srodowiska.

Application of Rhizopus fungi for biodegradation of starch industry wastewaters

ABSTRACT

The study attempts to use four strains of Rhizopus oligosporus for biotreatment of wastewater from potato
starch industry. First the strains were tested on model medium imitating potato wastewater and than on in-
dustrial wastes. The Rhizopus mold applied in the experiments is widely used in the production of fermented
foods and is recognized as safe for humans and the environment.
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1. WSTEP

Grzyby strzepkowe (nitkowe, mikroskopowe)
potocznie zwane plesniami nalezg do grupy drob-
noustrojow o istotnym znaczeniu gospodarczym.
Spetniajg wazng role w zyciu codziennym czto-
wieka, a ich dziatalno$¢ jest dwojakiego rodzaju.

Negatywna dziatalnos¢ wynika ze strat na skutek
rozwoju plesni na surowcach spozywczych oraz na
zywnosci nieprawidtowo przechowywanej. Wypo-
sazone w enzymy hydrolityczne powodujg rozktad
biatek, ttuszczéw oraz innych sktadnikéw, obnizajac
wartos¢ odzywczg zywnosci [1, 2].

Pozytywna rola grzybéw nitkowych w dziatalnosci
gospodarczej cztowieka wynika ze zdolnosci do
wytwarzania wielu enzymoéw i zwigzkdéw, ktore
znalazty zastosowanie w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym, wtékienniczym i wielu innych
dziedzinach przemystu biotechnologicznego [3].
Jako chemoorganotrofy do wzrostu i rozmnazania
plesnie wymagajg obecnosci organicznych zwigzkéw
bedacych zrédtem wegla i energii. Enzymy grzybow
wydzielane do $rodowiska rozktadajg wielkocza-
steczkowe zwigzki do form prostych przyswajalnych
przez komérki grzybni [4].

Zastosowanie grzybow mikroskopowych po pro-
dukcji zywnosci polega bardzo czesto do nadawa-
nia wyrobom specyficznych cech sensorycznych
i reologicznych. Plesnie znalazty zastosowanie
w produkcji seréw (Penicillium i Geotrichum)
i w produkcji zywnosci fermentowanej w krajach

Potudniowo-Wschodniej Azji [5].

Nalezy pamietac, ze podstawowym wymogiem
stawianym wszystkim mikroorganizmom wykorzy-
stywanym na cele spozywcze i przemystowe jest
ich udokumentowane catkowite bezpieczenstwo
dla zdrowia cztowieka. Powinny by¢ one rédwniez
nieszkodliwe dla $rodowiska, szczegdlnie dla zwie-
rzat i roslin [6].

Przemyst spozywczy w Polsce zuzywa znaczgce ilosci
wody, produkujgc w konsekwencji duzg ilos¢ scie-
kow o bardzo zmiennym sktadzie. Zaktady branzy
spozywczej s zazwyczaj zrodtem sciekdw o duzym
tadunku zanieczyszczen, o roznym charakterze i roz-
miarach, obejmujgcych takie grupy jak substancje
rozpuszczone, substancje koloidalne lub zawiesiny,
reprezentowane przez zwigzki organiczne (biatko,
ttuszcze) i nieorganiczne (chlorki, azotany, siarczany,
fosforany iinne) [7].

Jakos$¢ i zrézinicowanie $ciekéw wytwarzanych
w zaktadach branzy przetwdrstwa ziemniaka zale-
zy od profilu i produkcji w konkretnym zaktadzie
oraz od wykonywanych proceséw przetwdrczych.
Najwazniejszymi wskaznikami zanieczyszczen

w Sciekach z zaktadow przetwdrstwa ziemniaka
i produkcji skrobi sg: ChZT, zawiesiny, azot i fosfor.
Scieki przemystu ziemniaczanego produkujgcego
skrobie charakteryzujg sie znacznym obcigzeniem
siegajacym 33,2 g O,/L dla $cieku odbiatczanego,
20,4 g 02/L dla scieku skrobiowego [8].

Grzyby Rhizopus oligosporus majg zastosowanie
w produkcji zywnosci fermentowanej typu tem-
peh [9]. Grzyb ten jest zdolny do rozktadu skrobi.
W zwigzku z tym istnieje mozliwos¢ zastosowania
go do biodegradacji sciekdw zawierajgcych w swoim
sktadzie skrobie. Jednak badania dotyczace tych
mozliwosci sg nieliczne.

W literaturze Swiatowej i krajowej brak jest danych
dotyczacych wykorzystania grzybéw strzepkowych
do oczyszczania zaréwno sciekdw technologicznych
z krochmalni jak i sciekdw z kwasowo —termicznego
wydzielenia biatka z wéd sokowych, postanowiono,
wiec sprawdzi¢ mozliwosci ich uzycia do proceséw
biodegradaciji.

2. MATERIALY | METODY

2.1. Materiat badawczy
2.1.1. Stosowane drobnoustroje

Do badan zostaty wykorzystane cztery szczepy
plesni Rhizopus oligosporus pochodzace z Northen
Regional Research Labotarory (Peoria, USA):

— Rhizopus oligosporus NRRL 2710
— Rhizopus oligosporus NRRL 6495
— Rhizopus oligosporus NRRL 5905
— Rhizopus oligosporus NRRL 2549.

Plesnie namnazano na podtozu glukozowo-ziemnia-
czano agarowym (PDA) w temperaturze 37°C przez
48-72 godz.

2.1.2. Stosowane podtoza

W pracy w celu wyboru szczepdw najbardziej przy-
datnych do biodegradacji sciekdw zawierajacych
w swoim sktadzie skrobie zastosowano podtoze
modelowe imitujgce scieki skrobiowe. Sktad tego
podtoza byt nastepujgcy: skrobia rozpuszczalna w
ilosci 10,0 g/L, pepton matosolny 5,0 g/L, KH,PO,
-0,2g/L, MgSO,*7H,0 - 0,2 g/L.

Materiatem badawczym stosowanym w drugim
etapie badan byty scieki pochodzgce z Wielkopol-
skiego Przedsiebiorstwa Przemystu Ziemniaczanego
w Stawach koto Poznania. Pierwszym rodzajem
stosowanego scieku w badaniach byt sciek pobra-
ny ze stacji odzyskiwania biatka z wéd sokowych
ziemniakow (Sciek odbiatczony). Powstaje on w pro-
cesie wytrgcania biatka z wéd sokowych w wyniku
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przeprowadzenia koagulacji kwasowo-termicznej.
Drugim rodzajem stosowanego Scieku byt Sciek po-
wstajacy w procesie produkcji skrobi ziemniaczane;j
(Sciek skrobiowy).

2.1.3. Warunki hodowli
e Hodowle wytrzgsane

Sterylne podtoza modelowe z pH wyjsciowym
uregulowanym do poziomu 4,0 i 5,0 zaszczepiono
inokulum Rhizopus oligosprus. Inokulum stanowit
zmyw ze skoséw PDA w ilosci 10% objetosciowych
podfoza hodowlanego. Hodowle wytrzgsane pro-
wadzono w kolbach Erlenmayera (150 rpm). Kolby
zawieraty po 100ml podtoza hodowlanego. Czas
hodowli wynosit odpowiednio 24h, 48h i 72h (temp
37°C).

W przypadku zastosowania $ciekéw pochodzacych
z przemystu ziemniaczanego zastosowano iden-
tyczne warunki hodowli w kolbach jak podczas
prowadzenia hodowli wytrzgsanych na podtozu
modelowym.

e Hodowle fermentorowe

Dla scieku odbiatczanego przeprowadzono szereg
hodowli z uzyciem bioreaktora laboratoryjnego
Biostat B. (Braun, Niemcy) (Rys. 1). Procesy biode-

gradacji w bioreaktorze prowadzono w nastepuja-
cych warunkach:

— pojemnosé robocza 1,5 L scieku

— napowietrzanie — 2 L powietrza/minute

— mieszanie — 120 rpm

— bez regulacji pH

— temperatura 37°C.
Sciek sterylizowano wraz z naczyniem fermentacyj-
nym w autoklawie, w temperaturze 121°C przez 40
minut. Po ostygnieciu, sciek zaszczepiono inokulum
w ilosci 10% objetosciowych i rozpoczynano proces
oczyszczania. Inokulum stanowit 24 godzinna ho-
dowla poszczegdlnych szczepdw grzybdw z rodzaju
Rhizopus.

2.2. Metody analityczne

Oznaczenia poprzedzone byty oddzieleniem bioma-
sy i osadow poprzez wirowanie przy 3000 obr/min.
przez 10 min.

W supernatancie wykonano nastepujace oznacze-
nia:

— Substancje redukujgce wprost,
— Chemiczne Zapotrzebowanie Tlenu (ChZT),
— Zawartos¢ suchej substancji.

Rysunek 1. Bioreaktor laboratoryjny Biostat B w czasie oczyszczania Sciekdw.
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2.2.1. Oznaczanie substancji redukujacych

Zawartosc substancji redukujgcych w przeliczeniu na
glukoze oznaczono metodg z kwasem 3,5DNS [10].

2.2.2. Oznaczenie Chemicznego Zapotrzebowania
Tlenu (ChZT)

Pomiar ChZT wykonano przy uzyciu testow kuwe-
towych na fotometrze spektralnym Cadas 30s firmy
dr Lange testem LCK 014 [14].

2.2.3. Oznaczanie suchej substancji

Suchg substancje oznaczano metodg suszarkowg
a wydajnos$é tworzacej sie biomasy grzybowej wy-
razono w gramach suchej substancji na 1L podfoza
hodowlanego (g s.s/L).

3. DYSKUSJA | OMOWIENIE WYNIKOW

3.1. Ocena zdolnosci wykorzystania skrobi przez
badane szczepy grzybow strzepkowych na
podtozu modelowym

Pierwszy etap badan polegat na okresleniu dynamiki
wykorzystania skrobi zawartej w podtozu oraz ocenie
ilosci tworzgcej sie biomasy grzybowej w czasie bio-
degradacji podtoza modelowego imitujgcego Scieki
przemystu ziemniaczanego.

Zrdznicowane pH wyjsciowe podfoza miato na celu
poszukiwanie pH wiasciwego dla rozwoju i wzrostu
poszczegdlnych szczepdw plesni.

Wykorzystanie skrobi na poziomie ponad 90% zaob-
serwowano juz po 24 godzinach hodowli (zawartos¢
wyjsciowa 8,2 g/L podtoza). Najintensywniej w tym
czasie wykorzystat skrobie szczep R. oligosporus
2549 na podtozu o pH wyjsciowym 4,0—97%. Po 24h
obserwowano réwniez wysokie zuzycie skrobi przez
szczepy R. oligosporus 2710, 6495 i 5905 (odpowied-
nio 94,69%, 93,21%, 93,27%). Najnizszym zuzyciem
skrobi z podtoza modelowego po 24 godzinach

hodowli charakteryzowat sie szczep R. oligosporus
2549 na podtozu o pH wyjsciowym 5,0 (88,7%). Po
72h hodowli wykorzystanie skrobi przez wszystkie
cztery szczepy R. oligosporus byto zblizone i wyniosto
od 94 do 98% (Tab. 1).

Re i wspotpracownicy wykazali, ze szczep R. oligospo-
rus ATCC 22959 zdolny jest do catkowitego wykorzy-
stania skrobi (10,0 g/L) z podtoza o pH wyjsciowym
4,0 w ciggu 20 godzin hodowli wytrzgsanych w 37°C
[10].

Stwierdzono, ze pH podtoza hodowlanego wptywa na
wykorzystanie substratu oraz na wzrost mikroorgani-
zmow. Trzy sposréd czterech testowanych szczepdw
Rhizopus oligosporus rozwijaty sie szybciej na pod-
tozu modelowym o pH uregulowanym na poczatku
hodowli do poziomu 4,0. Najbardziej dynamicznie
wzrastat szczep R. oligosporus 2710. Po 24 h hodowli
wytworzyt on najwiekszg ilos¢ biomasy plesniowej
4,0 g s.s/L podtoza (Rys. 2).
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Rysunek 2. Przyrost biomasy w czasie 72h hodowli na
podtozu modelowym (R. oligosporus 2710)

Po 48 godzinach hodowli ilo$¢ biomasy uzyskanej
podczas hodowli R. oligosporus 5905 (4,60 g s.s/L)
(Rys. 3) zréownata sie z iloscig biomasy szczepu
R. oligosporus 2710 (4,65 g s.s/L).

Tabela 1. Wykorzystanie skrobi w czasie hodowli 4 szczepdw R. oligosporus na podtozu modelowym

o poczatkowym pH 4,0i 5,0

Wykorzystanie skrobi

pH Czas l;}c:]dowli [%]
2710 2549 5905 6495
24 94,70 97,10 93,27 93,21
4,0 48 97,90 97,53 95,19 94,57
72 97,90 97,60 95,74 94,81
24 97,90 88,70 91,00 94,07
5,0 48 97,84 89,39 95,60 95,06
72 98,14 98,15 96,24 95,20
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Rysunek 3. Przyrost biomasy w czasie 72h hodowli na
podtozu modelowym (R. oligosporus 5905)

Podtoze o pH 5,0 okazato sie korzystniejsze dla wzro-
stu szczepu R. oligosporus 6495, ilo$¢ wytworzonej
biomasy po 48 h hodowli wyniosta 4,80 g s.s/L
(Rys. 4), czyli nieznacznie przewyzszyta najwyzszg
ilos¢ biomasy wytworzonej na podtozu modelo-
wym o pH wyjsciowym 4,0 (4,65 g s.s/L dla szczepu
R. oligosporus 2710).
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Rysunek 4. Przyrost biomasy w czasie 72h hodowli na
podtozu modelowym (R. oligosporus 6495)

Jednak szczep R. oligosporus 6495 na podtozu o pH
5,0 po 24h hodowli wytworzyt mniej biomasy (3,0
gs.s/L) niz szczepy dobrze wzrastajgce na podtozu
o pH 4,0. Najstabszym wzrostem charakteryzowat
sie szczep R. oligosporus 2549. Testowany szczep
po 72h hodowli charakteryzowat sie duzo stabszym
wzrostem na podtozu o pH 5,0 niz na podtozu o pH
4,0—wytworzyttylko 2,45 g s.s/L biomasy w jednym
litrze podtoza (Rys. 5).

Jin i wspdtpracownicy zauwazyli istotny wptyw pH
poczatkowego hodowli na wzrost grzyba R. oligospo-
rus DAR 2710. Za optymalne dla testowanego szczepu
grzyba uznali pH=4,0 [9]. Réwniez Re i wspotpra-
cownicy testujgc szczep R. oligosporus ATTC 22959
stwierdzili najintensywniejszy wzrost na podtozu
o pH wyjsciowym 4,0 [10].
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Rysunek 5. Przyrost biomasy w czasie 72h hodowli na
podtozu modelowym (R. oligosporus 2549)

3.2. Ocena zdolnosci wykorzystania skrobi przez
badane szczepy grzybow strzepkowych na $cie-
kach zawierajacych w swoim skfadzie skrobie

Zastosowany do procesu biodegradacji $ciek od-
biatczony charakteryzowat sie znacznie wyzszym
obcigzeniem niz sciek skrobiowy. Chemiczne za-
potrzebowanie tlenu siegnefo 35000 mg O_/L dla
Scieku odbiatczonego i byto prawie trzy razy nizsze
dla $cieku skrobiowego (13430 mg O,/L). Sciek od-
biatczony zawierat rowniez zdecydowanie wiecej
substancji redukujgcych, ktére mogty byé podstawa
do tworzenia znacznej ilosci biomasy. Sucha sub-
stancja wynosita 47,2 g/L dla $cieku odbiatczanego
i tylko 13,1 g/L dla skrobiowego. Dla obu $ciekéw
przeprowadzono szereg hodowli wytrzasanych,
w ktérych zastosowano obroty 150 rpm, tempera-
ture 37°C. Czas hodowli wynidst 72h.
Najwazniejszymi elementami oceny procesu bio-
degradacji w warunkach wytrzgsanych byty zmia-
ny: chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT)
i przyrosty biomasy. Wartosci tych parametrow byty
zblizone do siebie, przy zastosowaniu obu wariantéw
pH podfoza. Sugerujac sie wysokimi kosztami regu-
lacji pH $ciekdéw w zastosowaniu przemystowym,
zdecydowano sie na przeprowadzanie kolejnej czesci
badan z zastosowaniem podtoza bez regulacji pH (pH
poczatkowe $ciekdw byto zblizone do pH 5,0).
Sciek odbiatczany charakteryzujacy sie znacznie
wyzszym obcigzeniem okazat sie bardziej podatny na
procesy biodegradacji przy uzyciu grzybéw strzep-
kowych R. oligosporus. llosci wytworzonej biomasy
w poszczegdlnych hodowlach na $cieku odbiatczo-
nym réznity sie dla zastosowanych szczepdw R. oli-
gosporus. Najwiecej grzybni wytworzyt szczep R. oli-
gosporus 2710. Natomiast szczep R. oligosporus 5905
wykazat sie najbardziej dynamicznym wzrostem na
Scieku odbiatczanym po 24 godzinach, po czym ilos¢
wytworzonej przez niego biomasy zmniejszyta sie
przy przedtuzeniu hodowli do 72 godzin (Rys. 6).
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Rysunek 6. Przyrost biomasy grzybowej 4 szczepdw R. oligosporus
podczas hodowli na $cieku skrobiowym w warunkach wytrzgsanych
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Rysunek 7. Redukcja wskaznika ChZT $cieku skrobiowego w czasie
72h hodowli w warunkach wytrzgsanych
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Rysunek 8. Przyrost biomasy grzybowej 4 szczepdw R. oligosporus
podczas hodowli w $cieku odbiatczanym w warunkach wstrzgsanych
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Wszystkie testowane szczepy grzyba charak-
teryzowaty sie bardzo stabym wzrostem na
Scieku skrobiowym. Réwniez redukcja wskazni-
ka (ChZT) w czasie wzrostu grzybdéw na scieku
skrobiowym byta niewielka. Najwyzszg redukcja
wykazat sie szczep 2710 (26,84%), a najnizsza
szczep 5905 - 22,43%, po 72 godzinach hodowli
(Rys. 7).

Inaczej redukcja wskaznika ChZT przedstawiata
sie podczas hodowli grzybéw strzepkowych na
Scieku ,odbiatczanym”. Po 72 godzinach ho-
dowli wyniosta ona: dla szczepu R. oligosporus
2710 — 48,73%; R. oligosporus 2549 — 42,45%;
R. oligosporus 6495 — 40,05%, R. oligosporus
5905 - 32,74%.

Przebieg zmian ChZT i ilos¢ wytworzonej bio-
masy dla poszczegdlnych szczepdw obrazujg
ponizsze Rysunki 8 i 9.

Poniewaz $ciek skrobiowy bardzo stabo pod-
dawat sie procesom biodegradacji przy uzyciu
grzybow strzepkowych Rhizopus oligosporus do
badan w warunkach bioreaktorowych wykorzy-
stywano $ciek odbiatczony.

3.2. Poréwnanie hodowli grzybéw strzep-
kowych Rhizopus oligosporus na scieku
odbiatczanym w warunkach wstrzasanych
i bioreaktorowych

Podczas hodowli w bioreaktorze uzyskano wyz-
szg redukcje obcigzenia scieku niz we wczesniej
przeprowadzonych hodowlach wytrzgsanych.
Najwyzsza redukcja wskaznika ChZT wyniosta
dla szczepu R. oligosporus 2710 65% po 72 go-
dzinach hodowli (zwiekszyta sie w poréwnaniu
z hodowlg wytrzgsang o okoto 16%). Sposrdod
testowanych szczepdw Rhizopus oligosporus
najmniej przydatnym do biodegradacji scieku
przemystu ziemniaczanego okazat sie szczep
R. oligosporus 5905. Redukcja wskaznika ChZT
wyniosta dla niego 52% po 72 godzinach ho-
dowli, co i tak jest wynikiem 0 19% lepszym od
uzyskanego w hodowli wytrzgsanej prowadzo-
nej dla tego szczepu (Rys. 10).

Uzyskane wyniki wskazujg, na duze mozliwosci
biodegradacyjne plesni, szczegdlnie przy zacho-
waniu mozliwie intensywnego napowietrzania
jak to miato miejsce w bioreaktorze.

Jin i wspotpracownicy stwierdzili, ze Rhizopus
oligosporus DAR 2710 zdolny jest do redukcji
97% ChZT w sciekach przemystowych pocho-
dzacych z krochmalni.

Testowane szczepy plesni charakteryzowaty sie
zrdéznicowanym wzrostem grzybni i dynamika
wzrostu na podtozu sciekowym. Po zakonczeniu
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Rysunek 9. Redukcja wskaznika ChZT $cieku odbiatczanego
w czasie 72h hodowli w warunkach wstrzgsanych
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Przy zastosowaniu podtoza modelowego
48 godzin biodegradacji skutkowato wy-
korzystaniem przez grzyby od 89 — 98%
skrobi obecnej w podtozu przy wytwo-
rzeniu od 1,4 do 4,8 g biomasy z 1 litra.
Poczatkowe pH=4,0 podtoza okazato sie
korzystniejsze niz 5,0 dla wzrostu testo-
wanych szczepdw grzybow.

101
| Sciek odbiatczony okazat sie bardziej
2710 6495 5905 2549 podatny na procesy biodegradacji przy
Rysunek 10. Poréwnanie redukcji wskaznika ChZT w écieku odbiatczanym ~ UZYCiu grzybow niz sciek skrobiowy.
przy uzyciu 4 szczepdw grzybéw strzepkowych R. oligosporus W hodowlach bioreaktorowych uzyska-
w hodowlach wstrzgsanych i bioreaktorowych no wyzszy stopieri oczyszczenia $cieku
odbiatczanego (od 48 — 65%) anizeli
hodowli (72h) i starannym oddzieleniu wytworzonej grzybni W hodowlach wstrzgsanych (40-48%).
(réwniez z metalowych elementéw fermentora) otrzymano ~ Spo$rdd testowanych szczepow najbar-
okoto 11g suchej biomasy grzybowej na 1L podtoza hodowla-  dziej skuteczny w biodegradacji Sciekow
nego dla szczepu R. oligosporus 2549, tzn. wiecej niz w czasie przemystu krochmalniczego okazat sig
hodowli prowadzonych przez Jin i wspétpracownikéw [12]. R. oligosporus 2710.

(1]
(2]

(3]
(4]
(5]
(6]
(7]
(8]
[9]
(10]
(11]
(12]

(13]

(14]

Metoda biodegradacji sciekow przemystu
spozywczego z uzyciem grzybdw strzepko-
wych moze by¢ rozpatrywana jako alter-
natywna metoda podczyszczania Sciekéw
wysokoobcigzonych.
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