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STRESZCZENIE

Celem prowadzonych badan byto okre§lenie mozliwosci zastosowania surowych §ciekéw mleczarskich jako po-
zywki do hodowli alg Chlorella sp. Badania zostaly przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych. Podtoze ho-
dowlane stanowily surowe $cieki mleczarskie zaszczepione innokulum glonowym. Na starcie i zakonczeniu ho-
dowli wykonano oznaczenia spektrofotometryczne substancji biogennych azotu ogdlnego, fosforu ogdlnego oraz
azotu amonowego. Przyrost biomasy mikroalg oceniano na podstawie codziennego pomiaru gestosci optyczne;j
przy dtugosci fali 686 nm. Przeprowadzone badania potwierdzity mozliwo$¢ zastosowania $ciekéw mleczarskich
jako pozywki do hodowli mikroalg. Od momentu rozpoczgcia hodowli do jej zakonczenia uzyskano ok. 70%
spadek catkowitej zawartosci azotu ogolnego, ok. 92% spadek zawartosci azotu amonowego oraz 55% spadek
zawartosci fosforu ogdlnego w podtozu hodowlanym.

Stowakluczowe: algi, Chlorellasp.,$ciekimleczarskie, przemyst spozywczy, ggsto$¢ optyczna, substancje biogenne

THE USE OF DAIRY WASTEWATER AS A MEDIUM FOR CHLORELLA SP.

ABSTRACT

The aim of the research was to determine the possibility of using raw dairy wastewater as a medium for algae
cultivating. The experiments were carried out under the laboratory conditions. The culture medium was raw dairy
wastewater vaccinated with algae cells. At the beginning and the end of the culture, the signs of biogenic substanc-
es of general nitrogen, total phosphorus and ammonium nitrogen were made. Microalgal biomass growth was as-
sessed on a daily basis, at the optical density of 686 nm. The research results have confirmed the possibility of using
dairy wastewater as a microalgal culture medium. From the beginning of cultivation until its completion, the total
contents of nitrogen, ammonia nitrogen and total phosphorus were reduced by 70%, 92% and 55%, respectively.

Keywords: microalgae, Chlorella sp, dairy wastewater, optical density, nutrients

WSTEP

W ostatnich latach problem ochrony $rodowi-
ska naturalnego stat si¢ jednym z najwazniejszych
priorytetow polityki migdzynarodowe;j, szczegol-
nie wsrod krajow rozwinietych. Problem poste-
pujacej degradacji srodowiska spowodowany jest
przede wszystkim duzymi ilo§ciami odpadow
zaréwno komunalnych, jak i przemystowych [1].
Zwykle sa one bardzo trudne do utylizacji lub za-
gospodarowania, nie wspominajac o mozliwosci
ekonomicznego ich wykorzystania. Odprowadza-
nie odpadéw do kanalizacji pociaga za sobg ryzy-
ko nalozenia na zaktad wysokich kar pieni¢znych,
a wigkszos¢ sposobow utylizacji i sktadowania

jest kosztowna i nieoptacalna [1, 2]. W przedsig-
biorstwach problemy ochrony srodowiska zwia-
zane sg gtownie z gospodarka wodno-$ciekowa
[3]. W tym aspekcie wielokrotne wykorzystanie
wody w zamknigtym obiegu technologicznym
staje si¢ wazne nie tylko ze wzgledu na unormo-
wania prawne, korzysci ekonomiczne, ale takze
wplywa na konkurencyjnos¢ przedsiebiorstwa
na rynkach krajowych oraz migdzynarodowych
[2, 3]. Obowiazujace przepisy unijne i krajowe,
wymuszaja na przedsigbiorstwach zajmujacych
si¢ przetworstwem zywnosci szereg zmian. Zmia-
ny te dotyczg standardow jakosci dla zywnos$ci
oraz ochrony $rodowiska. Przedsiebiorcy zosta-
li zobligowani do przestrzegania ustaw i aktow
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prawnych (Ustawa z dnia 18 lipca 2001 r. Prawo
wodne, ustawa z dnia 14grudnia 2012 r. O odpa-
dach), ktdre zaostrzajg przepisy gospodarki wod-
no-$cickowej [4].

Jednym z najszybciej rozwijajacych si¢ dzia-
tow gospodarki w Polsce jest przemyst spozyw-
czy. Przedsigbiorstwa przemystu spozywczego ze
swojg specyfika stanowig zrodto wielu zagrozen
dla wszystkich elementow srodowiska naturalne-
go (gleby, wody, powietrza, roslin, zwierzat oraz
cztowieka). W branzach przemyshu spozywczego
wykorzystuje si¢ wodg technologiczna, technicz-
ng oraz wtorng. Woda technologiczna i wtdrna
pozostaje w bezposrednim kontakcie z zywnoscia
1 nie moze zawiera¢ zanieczyszczen stwarzajacych
ryzyko dla zdrowia lub zycia czlowieka [4, 5].
Woda stosowana w przemysle spozywczym po-
winna odpowiada¢ standardom wody pitnej a jej
parametry sg kontrolowane przez Panstwowg In-
spekcje Sanitarng (kontrola zewngtrzna) oraz do-
stawce wody (kontrola wewngtrzna). Woda wtor-
na stosowana w produkcji musi by¢ rozprowa-
dzana oddzielnym systemem rurociagdw, nigdy
nie moze wejs¢ w kontakt z produktem dopoki
nie zostanie wysterylizowana [5].

Najwigksza branzg przemystu spozywcze-
go w Polsce, ze wzgledu na zuzycie wody oraz
produkcje surowca jest przemyst mleczarski.
Wode w przemysle mleczarskim wykorzystuje
si¢ w celach energetycznych, technologicznych
oraz gospodarczo-higienicznych. Srednia mle-
czarnia w Polsce odprowadza okoto 450-600
m?/$ciekow/d [3, 5]. Scieki przemyshi mleczar-
skiego mozna podzieli¢ na trzy grupy wody pro-
cesowe (uzywane w procesach produkcyjnych,
chlodzenia i ogrzewania), wody przemystowe
(pochodza z czyszczenia urzadzen majgcych
kontakt mlekiem lub przetworami mlecznymi),
Scieki sanitarne [3, 4].

Wykorzystanie odpowiednio  skonfiguro-
wanego zestawu technik membranowych daje
mozliwo$¢ frakcjonowania mieszanin $ciekow
poprzemystowych na grupy o zgrubnie zdefi-
niowanym sktadzie, utatwiajac tych samym ich
dalsze wykorzystanie lub utylizacje [6]. Oddzie-
lenie substancji organicznych o wysokiej masie
czasteczkowej (tluszczow, bialek, wielocukrow)
od substancji mineralnych ma potencjat powtor-
nego wykorzystania tych zwigzkow jako sktad-
nikow hodowlanych podlozy fermentacyjnych
do wytwarzania uzytecznych produktow biotech-
nologicznych (fermentacja alkoholowa, octowa,
metanowa, produkcja enzymow itp.) [6]. Scieki
z przemystu mleczarskiego charakteryzujg si¢

wysoka zawarto$cig substancji biogennych (azot
i fosfor), ktore sg niezb¢ednych do zycia dla mi-
kroorganizmoéw [4, 6]. Dlatego tez jednym z roz-
wigzan zagospodarowania sciekéw i odpadow po-
wstajacych w mleczarni wydaje si¢ wykorzysta-
nie generowanych strumieni odpadowych w pro-
cesie hodowli mikroalg [7]. Jako organizmy auto-
troficzne petnig funkcje pierwotnego producenta
materii organicznej w zbiornikach wodnych. Ze
wzgledu na wysoka zdolnos$¢ adaptacji do zmien-
nych warunkow §rodowiska i warunkéw hodowli
najbardziej interesujgcymi sposrod mikroalg sa
glony stodkowodne z rodzaju zielenic — Chlorella
sp. [8, 9]. Odpowiednie stymulowanie procesami
technologicznymi w zakresie hodowli Chlorelli
sp. wptywa bezposrednio na mozliwos¢ uzyska-
nia produktéw koncowych o okreslonych wtasci-
wosciach 1 o okreslonym sktadzie metabolitow.
Wiele szczepow mikroalg z gatunku zielenic po-
siada zdolno$ci do akumulacji lipidéw w komor-
kach w ilosci od 20% do 50% suchej masy oraz
syntezy bialek, ktorych koncentracja w komorce
glonow wynosi od 20% do 60% [10, 11, 12]. Algi
moga by¢ rowniez zastosowane do oczyszczania
sciekow, w celu odzysku wody i powtdrnego jej
wykorzystania do celéw produkcyjnych [4, 12].

Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci za-
stosowania surowych $ciekéw mleczarskich jako
pozywki do hodowli alg Chlorella sp.

METODYKA BADAN

Hodowla zostala zaszczepiona przez glony
z gromady zielenic Chlorella sp. Laboratoryjne
hodowle mikroalg prowadzono w szklanych kol-
bach miarowych o pojemnosci 1 dm* (objgtosé
czynna hodowli 700 ml) przez 16 dni. Wymiana
gazowa pomig¢dzy otoczeniem a cieczg hodowla-
ng byla zapewniona poprzez zastosowanie kor-
kéw celulozowych. Hodowla byta prowadzona
z wykorzystaniem wytrzgsarki laboratoryjnej
IKA KSs260 control, predkos¢ 140 rpm. Na-
czynia hodowlane doswietlano w ciggu doby za
pomoca lampa LED Neonica Growy LED 118,
dedykowanej do intensywnej uprawy roslin. Ho-
dowla prowadzona byta w statych warunkach
temperaturowych 25+1°C.

Jako podtoze hodowlane zastosowano $cieki
pochodzace z mycia linii technologicznej pozy-
skane z zaktadu mleczarskiego, ktorych charakte-
rystyka zostata przedstawiona w tabeli 1.

Efektywnos¢ przyrostu biomasy mikroalg
Chlorella sp. w podlozu hodowlanym oceniano
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Tabela.1. Wiasciwosci fizyko-chemiczne Sciekow
mleczarskich

Table 1. Physicochemical properties of dairy
wastewater

Parametr Wartos¢
pH 10,77
Azot ogdiny [mg/I] 105
Azot amonowy [mg/l] 3,88
Fosfor [mg/l] 20,2
Przewodnos$¢ [mS/cm] 2,81
Metnosc¢ [NTU] 2152
Wapn [mg/l] 8,26
Chlorki [mg/1] 478
Potas [mg/l] 229
Saod [mg/l] 3467
Azotany [mg/I] 49,7

na podstawie pomiaru gestosci optycznej (OD).
Probki o objetosci 2,5 cm® umieszczano w jed-
norazowych kuwetach spektrofotometrycznych
i mierzono absorpcj¢ promieniowania w zakre-
sie widzialnym. Jako ciecz odniesienia stosowa-
no wode destylowang. Do badan wykorzystano
spektrofotometr UV-VIS Hach DR 6000. Opty-
malng dhlugos$¢ fali dla chlorofilu okre§lano na
podstawie przegladowego widma UV-ViS i wy-
nosita 686 nm (rysunek 1).

Probki pobrane z naczynia hodowlanego fil-
trowano za pomoca sgczka bibutowego MN 619
(¢ 150 mm, grubos¢ 0,17 mm, gramatura 75 g/
mm?) do uzyskania klarownego, bezbarwnego
roztworu. W przesaczu okre§lano zawarto$¢ sub-
stancji biogennych (azotu amonowego, azotu cat-
kowitego oraz fosforu catkowitego) przy zastoso-
waniu testow kuwetowych Hach Lange, zgodnie
z obowigzujacymi normami (tabela 2). Wybor

0,7

dlugosci fali dokonywany byl automatycznie
w zakresie 190+1100 nm (doktadno$¢ +1 nm,
rozdzielczo$¢ £0,1 nm). Oznaczenia prowadzono
pierwszego i ostatniego dnia hodowli.

Oceny fitoplanktonu dokonywano przy wy-
korzystaniu mikroskopu biologicznego MK 358
Opta-Tech, wyposazonego w kamer¢ cyfrowg
OPTA-TECH 3MP, obiektywy semi-plan (40x) .

Pomiary pH i przewodnosci przeprowadzano
za pomocg multimiernika Mettler Toledo Seven
Multi. Stezenia jonow wapnia, chlorkow, potasu
sodu i azotanow wyznaczano za pomocg elektrod
jonoselektywnych Mettler Toledo. Pomiar zmet-
nienia przeprowadzono z wykorzystaniem prze-
nos$nego miernika HACH 2100Q IS.

WYNIKI | DYSKUSJA

Inokulum zaszczepiajace hodowle pochodzi-
lo z Kolekcji Kultur Glonéw Battyckich (Uni-
wersytet Gdanski, Instytut Oceanografii w Gdy-
ni). Do kolby miarowej w ktorej prowadzono
eksperyment, wprowadzono 20 cm® inokulum
zaszczepiajacego. Na rysunku 2 przedstawiono
mikroskopowy obraz komorek alg zarejestrowa-
ny pierwszego i ostatniego dnia hodowli.

Przebieg wzrostu biomasy mikroalg w ho-
dowli prowadzonej w sposob okresowy opisywa-
ny jest jako przyrost liczby komoérek w jednost-
ce objetosci pozywki. Efektywno§¢ namnazania
alg w czasie prowadzenia eksperymentu doko-
nano na podstawie pomiaru gestosci optycznej
OD,,,. Warto$¢ poczatkowa OD,, zostata ozna-
czona po uplywie 1h po zainicjowaniu hodowli
mikroalg (rysunek 3).
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Rys. 1. Widmo przegladowe UV-ViS dla chlorofilu
Fig. 1. UV-ViS spectra for chlorophyll
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Tabela 2.Wykaz parametrow fizyko-chemicznych oznaczanych w hodowli
Table 2. Physicochemical parameters determined in the culture

Lp. Oznaczany parametr Zakres pomiarowy [mg/dm?] Metoda/norma Diugosc¢ fali [nm]
0,015+2,0 ISO 7150-1
1. Azot amonowy 112 DIN 38406 E5—1 694
2. Azot ogdiny 20+100 EN-ISO 11905-1 345
) EN ISO 6878-1
3. | Fosfor ogélny 2+20 DIN 38405 880
a) b)

Rys. 2. Zdjecia mikroskopowe mikroalg Chlorella sp a) pierwszego dnia hodowli, b) ostatniego dnia hodowli
Fig. 2. Microscopic images of Chlorella sp. microalgae a) the first day of cultivating b) the last day of cultivating.
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Rys. 3. Przyrost biomasy mikroalg na podstawie pomiaru gestosci optycznej (OD)
Fig. 3. Biomass growth of microalgae based on the optical density measurement

Na podstawie danych przedstawionych na ry-
sunku 3, stwierdzono ze w poczatkowym okresie
hodowli (1-5 dnia) nastgpowata adaptacja komo-
rek mikroalg do nowych warunkow $rodowiska.
W tym czasie warto$¢ gestosci optycznej spadta
z 1,735 do 0,974. Po uptywie tego czasu hodowla
przeszta w fazg¢ intensywnego wzrostu, trwajaca
do 13 dni. W tym czasie nastapito przyspieszenie
procesow metabolicznych co wigzato si¢ z naj-
wigkszym przyrostem biomasy w czasie trwania
catej hodowli (z 0,955 — 2,089). W kolejnym eta-
pie nastgpilo spowolnienie i stabilizacja przyrostu

biomasy mikroalg, hodowla przeszta w fazg sta-
bilizacji, charakteryzujaca si¢ stala liczba zywych
komorek w hodowli. Eksperyment zostat zakon-
czony 16 dnia aby nie dopusci¢ do faz zamierania,
w ktorej pogarszaja si¢ warunki tlenowe hodowli
oraz dochodzi do obumierania komoérek mikro-
alg. Koncowa warto$¢ gestosci optycznej wy-
nosita 2,09 i byla porownywalna z warto$ciami
uzyskiwanymi w przypadku stosowania pozywki
syntetycznej do zasilania hodowli alg.

Szybko$¢ przyrostu biomasy mikroalg Chlo-
rella sp. hodowanych w warunkach laborato-
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ryjnych jest zalezna od obecnos$ci w podtozu
hodowlanym, substancji biogennych takich jak
azot amonowy, azot ogolny oraz fosfor ogolny.
Dostarczenie sktadnikow odzywczych do podto-
za powinno odbywac¢ si¢ w sposob kontrolowany,
tak aby mikroorganizmy miaty dostep do opty-
malnej ilosci pokarmu. Wartosci koncowe para-
metrow, oznaczonych ostatniego dnia hodowli
zostaly przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3. Koncowe wlasciwosci fizyko-chemiczne
hodowli mikroalg

Table 3. The Final physicochemical properties of
microalgae cultures

Parametr Wartos¢ koncowa
pH 8,77
Azot ogdiny [mg/I] 31,0
Azot amonowy [mg/l] 0,309
Fosfor [mg/l] 8,89

Zawarto$¢ azotu amonowego prowadzongj
hodowli zostata ograniczona o 92% z poziomu
wyjsciowego 3,8 mg/l do wartosci 0,309 mg/l.
Przyswajalno$¢ azotu amonowego jako sktad-
nika biogennego zwigzana jest z procesami roz-
wojowymi glonow. Im wieksza liczba koémorek
alg w hodowli, tym wigksze zapotrzebowanie na
sktadniki pokarmowe. Zawarto$¢ azotu ogolnego
zostata zredukowana o 70% (105 mg/l do 31,0
mg/l. Natomiast zawarto$¢ fosforu ogolnego,
jako pierwiastka limitujgcego wzrost alg, zostata
redukowana o 55% (z 20,2 do 8,89 mg/1). Réwno-
cze$nie odnotowano spadek pH z 10,77 do 8,77.
Przedstawione zaleznosci §wiadcza o mozliwosci
zaspokojenia podstawowych zapotrzebowan po-
karmowych mikroalg, poprzez zastosowanie su-
rowych $ciekach mleczarskich bogatych w sub-
stancje biogenne jako pozywki hodowlanej. Dal-
sze badania beda prowadzone w kierunku oczysz-
czanie $ciekow mleczarskich i odzysku wody,
ktéra moze zosta¢ powtdrnie wykorzystana do ce-
low produkeyjnych w zaktadzie przemystowym.

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badani potwierdzily, ze
mozliwa jest hodowla mikroglonéw Chlorella
sp. z zastosowaniem surowych sciekow mlec-
zarskich jako podloza hodowlanego. Kontrola
warto$ci OD,,, prowadzona rownolegle z ozna-
czaniem zawarto$ci azotu i fosforu w podtozu ho-
dowlanym, umozliwia ocene przebiegu procesow

metabolicznych zachodzacych w komodrkach mi-
kroalg. W czsie trwania eksperymentu uzyskano
przyrost biomasy wynoszacy po 16 dniach 2,09.
W tym samym czasie uzyskano redukcje¢ sub-
stancji biogennych azoty ogdlnego o 70%, azotu
amonowego 0 92% a fosforu ogdlnego o 55%.
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