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Badania kinetyki reakcji biodegradacji lotnych zwiazkéw organicznych
na przykfadzie octanu winylu

Wstep

Biologiczne oczyszczanie gazow jest obecnie jedng z dynamicznie
rozwijajacych si¢ technologii, oferujaca tania i przyjazna dla $rodo-
wiska alternatywe dla konwencjonalnych metod, takich jak absorpcja,
adsorpcja czy spalanie katalityczne. Metody te sa polecane wowczas,
gdy oczyszczaé trzeba duze strumienie powietrza, zawierajace mate
ilosci toksycznych substancji. [losciowe ujgcie zjawisk zachodzacych
w bioreaktorach wymaga sporzadzenia odpowiednich bilanséw maso-
wych i energetycznych. W réwnaniach bilansowych wystegpuje wyraze-
nie okres$lajace szybko$¢ zuzywania okreslonej substancji w wyniku re-
akcji biologicznej. Stad konieczne jest okreslenie zalezno$ci opisujacej
szybkos¢ asymilacji substratu.

Przedmiotem badan niniejszej pracy byta kinetyka mikrobiologicz-
nego rozktadu octanu winylu. Substancja ta, nalezaca do grupy lotnych
zwiazkéw organicznych VOCs (Volatile Organic Compounds), stoso-
wana jest powszechnie w przemysle do produkcji polioctanu winylu,
ktory jest sktadnikiem mas wiazacych, klejow, farb emulsyjnych oraz
wielu polimer6éw i kopolimerow. Wraz z alkoholem winylowym, octan
winylu jest sktadnikiem podatnej na biodegradacj¢ folii opakowanio-
wej. Jego roczna produkcja na §wiecie przekracza 4 miliony ton. Po-
niewaz jest to substancja umieszczona na liscie najbardziej uciazliwych
dla $rodowiska zanieczyszczen zatem konieczne jest usuwanie jej ze
strumieni gazow przemystowych.

Hodowla okresowa

Badania procesu biodegradacji octanu winylu prowadzono w fermen-
torze Biostat B firmy Sartorius o objgtosci 31 (objgtos¢ robocza 2 1),
ktorego wyposazenie umozliwia kontrolg i utrzymywanie na stalym
poziomie parametrow procesowych (pH, natlenienie zawiesiny, obroty
mieszadta , temperatura).

W badaniach stosowano bakterie Pseudomonas fluorescens PCM
2123, pochodzace z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (IITD PAN,
Wroctaw). Szczep przechowywano w postaci liofilizowanej lub na sko-
sach agarowych, a nastgpnie aktywowano w bulionie i roztworze soli
mineralnych zawierajacym octan winylu. Zaadaptowane bakterie na-
mnazano i hodowano w kolbach , w srodowisku zawierajacym 400 ppm
octanu winylu, w temperaturze 30°C.

Doswiadczenia prowadzono w tem?eraturze 30°C, przy natlenieniu
utrzymywanym na poziomie Smg-dm”, pH srodowiska réwnym 7 i ob-
rotach mieszadta 300 rpm (sa to optymalne dla wybranych mikroorgani-
zmow warunki wzrostu [1]). Po przeprowadzeniu testu sprawdzajacego
aktywnos$¢ katalazy zdecydowano, ze state stezenie tlenu w Srodowisku
bedzie utrzymywane poprzez dozowanie roztworu H,O, wg wskazan
elektrody pO, [2, 3].

Pierwszym etapem pracy byto ustalenie szlaku rozktadu badanego za-
nieczyszczenia. Produktami posrednimi biologicznego rozktadu octanu
winylu sa kwas octowy i alkohol winylowy, ulegajacy natychmiastowej
tautomeryzacji do aldehydu octowego. Powstaty aldehyd ulega utlenie-
niu do kwasu octowego ale moze takze by¢ zredukowany do etanolu.
Kwas octowy wlaczany jest w cykl przemian w obrgbie cyklu Krebsa,
a ostatecznymi produktami mikrobiologicznego rozktadu octanu winy-
Iu sa CO, i woda. Szlak ten potwierdzony zostat badaniami aktywnosci
enzymow zaangazowanych w przedstawiony cykl przemian. Wymie-
nione wczesniej mozliwe produkty posrednie rozktadu (kwas octowy,
aldehyd octowy, etanol) nie wystgpowaly w probkach pobranych z ho-

dowli o poczatkowym stgzeniu substratu nizszym niz 120 ppm. W po-
zostatych eksperymentach odnotowywano obecnos¢ niewielkich iloéci
kwasu octowego w ptynie hodowlanym.

Dla okreslenia wpltywu zmian poczatkowego stezenia substratu
w roztworze na szybkos¢ jego degradacji przeprowadzono serig eks-
perymentoéw dla réznych stezen poczatkowych octanu winylu, przy nie
zmienionych warunkach hodowli. Reaktor wypetniano roztworem soli
mineralnych o sktadzie podanym w pracy [4], a nastgpnie dodawano
odwirowane i przemyte bakterie w takiej ilosci, aby kazdy pomiar roz-
poczynat si¢ przy podobnym stgzeniu komorek w roztworze (0,000081
g s.m./ml zawiesiny, co odpowiadalo absorbancji 0,180 przy dtugosci
fali 550 nm).

Po ustabilizowaniu si¢ parametréow procesu dodawano odpowiednia
dawke octanu winylu, ktory byl dla bakterii jedynym Zrodlem wegla
i energii. Hodowlg okresowa prowadzono do momentu wyczerpania
substratu. W trakcie pojedynczego eksperymentu okre$lano zmiang
w czasie stgzenia substratu (Rys. 1) (analiza chromatograficzna) oraz
zmiany st¢zenia biomasy (pomiar absorbancji zawiesiny).
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Rys. 1. Zmiany stg¢zenia substratu w czasie trwania hodowli okresowych
dla roznych stgzen poczatkowych octanu winylu
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Rys. 2. Wptyw poczatkowego stgzenia substratu na wlasciwa szybko$¢ wzrostu
mikroorganizmow
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W celu wyznaczenia specyficznej szybkosci wzrostu (u [ h']) dla
kazdego punktu eksperymentalnego (poczatkowego stgzenia substratu)
sporzadzano wykres InX = f{f), obrazujacy zmiang w czasie st¢zenia
biomasy (X) w trakcie utylizacji okreslonej dawki substratu (S;). Po-
niewaz w okresie wzrostu logarytmicznego wlasciwa szybkos$¢ wzrostu
jest stata zatem jej warto$¢ wyznaczy¢ mozna z nachylenia prostego
odcinka na tym wykresie .

Otrzymane w ten sposob dane przedstawiono na rysunku 2 w formie
zaleznoS$ci P = f(Sy), ktorej ksztalt wskazuje na inhibicj¢ wzrostu bio-
masy przez substrat.

W literaturze [5, 6] znalez¢ mozna wiele propozycji rownan opisu-
jacych kinetyke wzrostu mikroorganizméw inhibitowana substratem.
W tabeli 1 zestawiono najczgs$ciej stosowane rownania.

Tab. 1. Réwnania opisujace szybko$¢ wzrostu biomasy z inhibicja substratowa.

Lp. Autor Model
| | Haldane 1= PSS + K+ (SYK) + SK/K]
2 | Andrews W= PaS/[S + K, + (SYK)]
3 | Webb 1= U S(IHSIK)/[S K, +H(SYK)]
4 | Aiba = HinaxSeXp(-S/K)/(S + K)

Zgromadzona baza danych eksperymentalnych umozliwita estymacje
parametrow rownan zestawionych w tabeli 1; wartosci wyestymowa-
nych statych zestawiono w tabeli 2.

Tab. 2. Wyestymowane state rownan kinetycznych

Lp. Autor Mimax K K; K

1 Haldane 0,1364 19,72 148,63

2 | Andrews 0,1205 17,41 168,35

3 Webb 0,1205 17,41 168,35 35962081,3
4 | Aiba 0,1056 12,51 327,24

Wszystkie testowane rownania umozliwiaja opisanie danych ekspe-
rymentalnych ze $rednim btgdem procentowym nie przekraczajacym
7%, co zilustrowano na rysunku 2. Ze wzgledu na prosta formeg zde-
cydowano zarekomendowa¢ do dalszych obliczen rownanie Andrewsa.
Nalezy podkresli¢, ze wobec braku publikacji dotyczacych badan kine-
tyki procesu biodegradacji octanu winylu nie jest mozliwe porownanie
otrzymanych statych rownan kinetycznych z danymi innych autoréw.

Hodowla ciagta

Hodowla ciagta prowadzona byla w bioreaktorze przeptywowym
zasilanym pozywka zawierajaca, oprocz soli mineralnych, degrado-
wany zwiazek organiczny. Bakterie, podobnie jak w hodowli okreso-
wej, wprowadzane byly do roztworu soli mineralnych zawierajacego
okreslona ilo$¢ zwiazku organicznego i inkubowane do momentu osia-
gnigcia fazy wzrostu logarytmicznego. W tym momencie uruchamiane
bylo dozowanie roztworu ze zbiornika zasilajacego i odprowadzanie
ptynu hodowlanego z reaktora, co umozliwialo utrzymanie statej obje-
tosci ptynu hodowlanego w chemostacie.

Przeprowadzono serig pomiarow, w ktorych zmieniano stezenie octa-
nu winylu w roztworze doprowadzanym do chemostatu (15-123 g/m3).
Zmiang stgzenia substratu w reaktorze opisa¢ mozna zaleznoS$cia:

ds

U =Sy X e

gdzie Sy (g/m3) jest stgzeniem substratu w strumieniu zasilajacym che-
mostat. Jesli w ukladzie osiagnigty zostaje stan ustalony

dX . dS_
(W‘O’ dt —°>

wowczas szybkos¢ rozcienczania rowna jest wiasciwej szybkosci wzro-
stu (L= D), a rownanie (1) przyjmuje postac:

X' =Yy5(Sp-S) )

gdzie " oznacza stezenie w stanie ustalonym.

Zalezno$¢ (2) wykorzysta¢ mozna do wyznaczenia wspotczynnika
wydajnosci biomasy Yy Jesli bowiem znamy warto$ci stezenia bio-
masy (X*) i substratu (S ) w stanie ustalonym dla kilku hodowli prowa-
dzonych przy takiej samej szybkosci rozcienczania (D), lecz rézniacych
si¢ stezeniem substratu w plynie zasilajacym chemostat, wowczas z wy-
kresu X = f(Sy.- §") wyznaczy¢ mozna wspdlezynnik wydajnosci Yy
(wspotczynnik kierunkowy prostej). Na rys. 3 przedstawiono wyniki
serii pomiarowej przeprowadzonej przy st¢zeniu octanu winylu w do-
zowanej pozywce zmienianym od 30 do 124 ppm oraz staltej szybkosci
rozcienczania, wynoszacej D = 0,1 h'.
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Rys. 3. Wyznaczenie wspétczynnika wydajnosci z danych eksperymentalnych
uzyskanych z hodowli ciaglych dla réznych stgzen poczatkowych octanu winylu,
D=0,1h"

Z przedstawionych na rysunku 3 danych eksperymentalnych wyzna-
czono warto$¢ wspotczynnika wydajnosci rowna Yy5= 0,37.

Whioski

Wyniki eksperymentoéw przeprowadzonych w reaktorze okresowym
i chemostacie potwierdzity mozliwo$¢ biodegradacji octanu winylu
przez szczep Pseudomonas fluorescens PCM 2123. Wykazano inhibi-
cje¢ wzrostu komorek przez badany substrat, stad wlasciwa szybkos¢
wzrostu biomasy opisano rownaniem Andrewsa:

0,12058
S2
S+17,41 +7168,35
W oparciu o wyniki eksperymentdéw przeprowadzonych w chemosta-
cie okreslono wartosci wspotczynnika wydajnosei Yyq, ktory umozliwia
transformacj¢ opracowanego rownania kinetycznego do postaci wyma-
ganej w rownaniu bilansu substratu.

"= 3)
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