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1. WSTEP

Wiedza o szkodliwym wplywie metali cigzkich oraz ich uciazliwosci dla srodowiska i
zdrowia ludzi powstala w ostatnich latach 1 jest efektem wykorzystania nowych i czutych
metod ich identyfikacji. Specyfika problemu lezy w braku mozliwosci degradacji tych
zanieczyszczen, albowiem jedyna metoda ich unieszkodliwienia jest zatezenie i sprowadzenie
do postaci mniej ruchliwej. Sprawia to jednak trudnosci w przypadku gdy jony metali
pozostaja w formie rozproszonej w roztworach o duzej objgtosci i niskim stezeniu.

W s$rodowisku naturalnym, metale podlegaja cyklom obiegu. Niezaleznie od tego, czy
pozostaja w postaci jonowe] w Srodowisku wodnym, czy zwiazanej, nadal sa biologicznie
dostgpne 1 toksyczne. Jedna z negatywnych konsekwencji rozwoju przemystowego jest
uwalnianie jonow metali ci¢zkich ze stosunkowo obojetnych zi6z mineralnych do chemicznie
dostepnych form w biosferze. Naturalnie zachodzace procesy geochemiczne dodatkowo
pogorszyly ten problem, powodujac zagrozenie zardwno dla ludzi jak i calych ekosystemow.
Jedyna skuteczng metoda wydzielenia metali z obiegu w srodowisku jest ich wyodrgbnienie w
technologiach oczyszczania $ciekow.

Istnieje wiele technik oczyszczania $ciekow z jonow metali cigzkich. Jednak
tradycyjne metody ich usuwania czgsto nie spelniaja ustawowych wymogow w zakresie
dopuszczalnych stezen dla $ciekdw zrzucanych do wdéd powierzchniowych, jak rowniez
sprawiaja wiele trudnosci technologicznych, do ktorych naleza problemy zwiazane z
zagospodarowaniem i sktadowaniem powstajacych odpadoéw wtérnych [282].

W przypadku opracowywania nowych metod oczyszczania $ciekow, wydajne
rozwigzania mozna oprze¢ na obserwacji Srodowiska naturalnego i procesOw w nim
zachodzacych. Przeprowadzajac naturalnie zachodzace reakcje w zamknigtym, w pelni
kontrolowanym systemie, mozliwe bedzie wykorzystanie bioczasteczek i ich naturalnej
zdolno$ci wigzania zanieczyszczen w przemystowych procesach usuwania jonow metali
cigzkich ze $ciekow. Znajdujace si¢ na podstawowym miejscu lancucha troficznego, algi
(jako bioakumulanty), w ich naturalnym $rodowisku zycia, zat¢zaja jony metali ciezkich w
swej biomasie. Stanowiac pokarm dla organizméw znajdujacych si¢ na wyzszym miejscu
fancucha troficznego, moga wywola¢ efekt toksyczny. W tym przypadku rola alg jako
bioakumulantow jest niekorzystna i niebezpieczna. Natomiast w procesie kontrolowanym
powinna istnie¢ mozliwo$¢ oczyszczania wod i $ciekow, zawierajacych niskie stezenia tych
jonéw w warunkach kontrolowanych. Literatura podaje, ze wspotczynnik zatezania wynosi

kilka-kilkanascie tysiecy. Jezeli zakumulowany metal jest cenny, wowczas istnieje mozliwo$é
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jego odzysku, co byloby niemozliwe w przypadku roztworéw o bardzo niskim stezeniu.
Rozpatrujace oddziatywanie alg i jonéw metali cigzkich nalezy dodatkowo zwroci¢ uwage, ze
w przeciwienstwie do zwigzkow organicznych (herbicydow, pestycydow i innych
biodegradowalnych toksyn), metale cigzkie nie moga zosta¢ roztozone przez organizmy
zywe, ale jedynie zat¢zone [143, 150-152].

W wielu osrodkach naukowych obecnie trwaja badania nad zastosowaniem metod
mikrobiologicznych jako technik wiazania i akumulacji metali. Metody te moga shuzy¢ jako
cenne narzedzie usuwania metali uznawanych za toksyczne ze $ciekow przemystowych (np.
arsen, rte¢, kadm, chrom, nikiel, cynk, miedz i in.) lub odzyskiwania metali szlachetnych,
takich jak np. ztoto (z wody morskiej) [19, 281].

Juz wiele lat temu zaobserwowano zdolnos¢ organizméw, takich jak bakterie [174,
176, 191, 229], drozdze [178, 210, 229], czy algi [14, 75, 89, 91, 128, 144, 178, 231, 294] do
akumulacji obecnych w S$rodowisku metali cigzkich. W procesach tych stosuje si¢ dwa
rozwigzania: [214, 283-289]:

e biosorpcja (ang. biosorption) - w odniesieniu do niezywej biomasy
e bioakumulacja (ang. bioaccumulation)- wigzanie jonow metali ciezkich przez organizmy
zywe

W procesie biosorpcji wykorzystuje si¢ materiaty biologiczne do pasywnego (pod
wzgledem metabolicznym) wigzania jonow metali ci¢zkich z roztworéw wodnych [74]. Jony
metalu wiaza si¢ do powierzchni biosorbenta. Jest to proces szybki, o charakterze
fizykochemicznym, zachodzacy na powierzchni komorki, zalezny od budowy S$ciany
komorkowej [282]. Nowa, obiecujaca generacj¢ sorbentow stanowig biosorbenty: erytrocyty
[91], bakterie [88, 89], algi [175, 215], drozdze [80], grzyby [90, 105, 300] i materiaty
roslinne [221]. Stopien specyficznosci danego biosorbenta w stosunku do danego metalu jest
zroznicowany [167, 252].

W procesie bioakumulacji jony metali wigzane sa przez Zyjace organizmy (proces
aktywny metabolicznie). Zwigzana jest ze wzrostem mikroorganizmu w Srodowisku
zawierajacym jony metali cigzkich. W takiej sytuacji dochodzi do ich akumulacji wewnatrz
komorki [169, 282]. Glowna zaleta stosowania zywej biomasy jest jej odnawialno$é¢. W
procesie bioakumulacji jony metalu poczatkowo wiaza si¢ do powierzchni bioakumulanta, a
nastepnie sa transportowane do wnetrza komorek. Transport aktywny do wnetrza komorki
moze prowadzi¢ do bardziej wydajnej akumulacji (stgzenie metalu w oczyszczonym $cieku
Jest bardzo niskie), ponadto wydzielane na zewnatrz komorki produkty metaboliczne moga

wspomagac proces.
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W wigkszosci przypadkow praca z biomasa niezywa ma wigcej zalet [91, 112] i
znalazta juz pierwsze zastosowania w skali przemystowej. Niewiele jednak wiadomo o
mechanizmie procesu i czynnikach na niego wplywajacych. Zastosowanie niezywej biomasy
w procesie biosorpcji pozwoli na uniknigcie problemu toksyczno$ci metalu dla komorki.
Biosorpcja jest procesem szybszym, poniewaz zachodzi wigzanie przez $ciane komorkowa, z
wylaczeniem transportu do wngtrza komdrki. Kolejng zaleta stosowania biosorpcji jest
prostota 1 mozliwo$¢ niedestrukcyjnej regeneracji biomasy, co umozliwi ponowne jej
wykorzystanie. W procesie bioakumulacji natomiast metal jest zakumulowany wewngtrz
komorki. Jest zatem trudny w odzyskaniu: mozna go usunaé¢ z biomasy jedynie poprzez
rozerwanie lub spalenie komdrek. Wowczas biomasa nie moze zosta¢ zregenerowana i
wykorzystana ponownie.

Literatura przedstawia mikroalgi (cyjanobakterie) jako efektywne biosorbenty. Jest to
grupa alg bardzo podobna pod wzglgdem anatomicznym i fizjologicznym do roélin wyzszych.
Jako jedyne prokariota sa zdolne do prowadzenia fotosyntezy. Moga zasiedla¢ srodowiska, w
ktorych panuja warunki nie sprzyjajace dla rozwoju wigkszosci organizmow [89]. Ich
komorki wykazuja zdolnos¢ selektywnego wiazania jonow metali i ich akumulacji wewnatrz
komorki. Ze wzgledu na wszechobecno$¢ w srodowisku byly intensywnie badane mimo, ze
ich hodowla oraz metabolizm nie zostaly wystarczajaco poznane. Poniewaz wzrost alg
doskonale odzwierciedla warunki Srodowiskowe oraz jego zmiany [12], dlatego znalazly
zastosowanie w monitoringu zanieczyszczenia S$rodowisk wodnych. W ostatnich latach
weszly na rynek produkty biosorpcyjne bazujace na biomasie alg pod handlowymi nazwami
AlgaSORB® i AMT-Bioclaim™ [58]. AlgaSORB™ to preparat zawierajacy immobilizowang
w matrycy polimerowej biomas¢ mikroalg (m.in. Chlorella sp. i Spirulina sp.): umozliwia
oczyszczanie sciekow z wydajnoscia 90 % dla stezenia poczatkowego kadmu 0,16 mg/kg, 10
g/dm’ TDS, przy przeptywie 30 dm*/min [144].

Nowe procesy biotechnologiczne wykorzystujqce biomase do usuwania jonéw metali
cigzkich z pewnosciq sq rozwiqzaniami perspektywicznymi, ktére mogq zapewnié¢ skuteczne

oczyszczanie $ciekéw jednoczesnie pozwalajqc na obnizenie kosztéw procesu.
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2. USUWANIE JONOW METALI CIEZKICH ZE $CIEKOW METODAMI
MIKROBIOLOGICZNYMI

Jednoczesnie z upowszechnieniem si¢ terminu ,,metale cigzkie”, nastapita znaczna
ewolucja definicji. Po raz pierwszy okreslenie to pojawilo si¢ w 1936 roku (definicja
Bjerrum’a), ktérym zdefiniowano metale o gestoéci powyzej 7 g/cm’. Na przestrzeni lat
definicja ta byta modyfikowana przez wielu autoréw i w chwili obecnej brak jednoznacznosci
w tej materii. Aktualnie literatura podaje 40 réznych definicji, ktore dzieli na 5 grup,
opierajacych si¢ na [73, 110, 282]: gestosci (cigzarze wlasciwym), masie (cigzarze) lub liczbie
atomowej, innych wlasciwos$ciach chemicznych oraz toksycznosci.

Termin ,metal cigzki” nigdy nie zostal jednoznacznie zdefiniowany przez zadng z
organizacji zajmujacych si¢ nomenklatura chemiczng, np. [UPAC. W ciagu ponad 60 lat,
terminowi temu przypisywano taka wielo$¢ znaczen, ze w chwili obecnej pojecie to utracito
Jakikolwiek sens 1 ma raczej charakter popularnonaukowy. Nie znaleziono zwiazku pomiedzy
gestoscig lub inng koncepcja fizykochemiczna, ktora wykorzystywano do definiowania metali
cigzkich oraz przypisywana im toksycznoscig lub ekotoksycznoscia [73]. Zrozumienie bio-
dostepnosci jest kluczem do okreslenia potencjalnej toksycznosci metalu i jego zwigzkow.
Bio-dostepnos$¢ zalezy bowiem od czynnikéw biologicznych oraz fizykochemicznych
wlasciwosci metalu, jego jonow i zwigzkéw. Wigkszo$¢ spelniajacych kryteria definicji
metali cigzkich to tzw. pierwiastki przej$ciowe z niecatkowicie wypelionymi orbitalami d, a
wigc majace tendencj¢ do tworzenia kompleksow. Kationy metali cigzkich odgrywajg istotng
rol¢ jako ,pierwiastki §ladowe” w wyszukanych przemianach biochemicznych. Jednak w
wyzszych stgzeniach, jony metali cigzkich tworza niespecyficzne zwigzki kompleksowe w
komorce, ktore prowadza do wystapienia efektow toksycznych. Niektore kationy metali, np.
Hg’*, Cd*, Ag" tworza silnie toksyczne kompleksy, ktore sa zbyt niebezpieczne by mieé
jakakolwiek fizjologiczna funkcj¢. Nawet uwazane za mikroelementy i potrzebne komorce
jony Ni**, Cu** sa toksyczne w wyzszych st¢zeniach. Dlatego komorki wytworzyly pewne
mechanizmy chronigce, aby obroni¢ si¢ przed obecnymi w srodowisku metalami [12].

W niniejszej pracy terminem ,,metale ci¢zkie” beda okreslane metale uznawane za
toksyczne, najczgsciej dzielone na dwie grupy [73}: 1) potrzebne organizmom w ilosciach
sladowych, ale toksyczne w wyzszych stezeniach (As, Cr, Co, Cu, Ni, Va, Zn) oraz 2) wysoce
toksyczne, nie pelniace pozytywnej roli w organizmach zywych (Pb, Hg, Cd, Ur, Ag, Be).

Azeby wywolac efekt fizjologiczny lub toksyczny, jon musi zosta¢ wprowadzony do

komorki. Wigkszos¢ kationow metali jest strukturalnie do siebie podobna, maja $rednice 130-
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160 - 10® pm [169], przez co kationy toksyczne sa omytkowo wprowadzane do komorki
systemami transportujacymi metale potrzebne (np. kanatami transportu jonéw wapnia lub
magnezu).

Wykorzystanie mikroorganizméw do usuwania jonéw metali cigzkich moze stac si¢
interesujaca alternatywa w stosunku do juz istniejacych metod [302], zwlaszcza ze ich
efektywno$¢ nie jest zadowalajaca. Zastosowanie odnawialnej biomasy do oczyszczania
duzych objetosci $ciekow o niskim stopniu zanieczyszczenia (przy obecnos$ci innych
zanieczyszczen: zardwno organicznych jak i nieorganicznych - np. jonéw wapnia lub
magnezu) pozwoli na wielokrotne zat¢zenie $cieku, co znacznie watwi zagospodarowanie. W
przeciwienstwie do wigkszosci metod tradycyjnych, w procesach mikrobiologicznych nie
istnieje koniecznos¢ stosowania kosztownych, agresywnych reagentow w duzych ilo$ciach.
Powstajacy w procesie szlam (biomasa zwiazana z jonami metalu) bedzie mozna
zregenerowa¢ odpowiednimi eluentami lub dodatkowo zatg¢zy¢ poprzez spopielenie. W
dyskusji nad cechami metod mikrobiologicznych konieczne jest rozréznienie technik na
biosorpcyjne 1 bioakumulacyjne. Biosorpcja jest mniej kosztowna inwestycyjnie i operacyjnie
oraz mniej wymagajaca (szeroki zakres pH (3-9) i temperatury (4-60 °C)) w poréwnaniu do
procesu bioakumulacji, ktorego parametry sg zdeterminowane wymaganiami wzrostowymi
danego szczepu mikroorganizmu. Jony metalu sa zwiazane w procesie biosorpcji w sposob
odwracalny, dlatego powinna istnie¢ mozliwo$¢ odzyskania jonéw metali i regeneracji
biomasy. W przypadku bioakumulacji jony znajdujace si¢ wewnatrz komorki bedzie mozna
odzyskac tylko metodami destrukcyjnymi [112, 140-143, 281].

Na Rys. 2.1 przedstawiono koncepcj¢ biousuwania metali cigzkich. Biomasa jest w
kontakcie z jonami danego metalu przez krotki okres czasu lub jest hodowana w jego
obecnosci, nastepnie oddzielana od fazy cieklej, regenerowana lub deponowana. Istnieje
szereg parametrow zwigzanych z projektowaniem procesu biousuwania, m.in. wybor szczepu,
metody hodowli lub obrébki wstepnej biomasy [135-138]. Badania nad procesem
biousuwania obejmuja wzrost komorek oraz wigzanie jonéw metali. Niezbedny jest dobor
odpowiedniego pH, stezenia biomasy oraz czasu kontaktu. Metodyka badawcza powinna
rowniez obejmowac separacj¢ biomasy, elucje oraz odzysk metalu i ponowne wykorzystanie

lub zdeponowanie biomasy [112].
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biomasa metali cigzkich metal
depon&wam’e
biomasy
Rys. 2.1

Zasada usuwania jonow metali z roztworéw wodnych przy udziale mikroorganizméw [89]

2.1 Poréwnanie metod tradycyjnych z biologicznymi

W ciagu ostatnich lat, limity dopuszczalnych stezen w $ciekach ulegly znacznemu
obnizeniu, nawet do poziomu 0,5-1,0 mg/kg (Tabela 2.1.1). Spowodowato to, ze tradycyjnie
stosowane metody oczyszczania z jonéw metali cigzkich, takie jak stracanie czy adsorpcja,
staly si¢ niewystarczajace 1 zbyt kosztowne. W przypadku stracania wodorotlenkow metali
niezb¢dne jest dodanie duzych ilosci alkaliow celu zwigkszenia pH. Zazwyczaj
wykorzystywany jest wodorotlenek sodu lub wapno w polaczeniu z czynnikami redukujacymi
lub flokulujacymi. Metody te generuja powstawanie trudnych do zagospodarowania szlamow
odpadowych. Nastgpnie $cieki poddaje si¢ neutralizacji. Procedura taka prowadzi do
zwigkszenia objgtosci Sciekow oraz do zwigkszenia stopnia zasolenia. Metoda charakteryzuje
si¢ niska wydajnoscia, selektywnosciag oraz wysokimi kosztami. Nie istnicje mozliwosé

regeneracji uzytych chemikaliow. Jako$¢ oczyszczonego s$cieku jest $ciSle zwigzana ze

stezeniem poczatkowym zanieczyszczen. Wymiana jonowa natomiast charakteryzuje si¢
wysokimi kosztami, brakiem tolerancji na zwigzki organiczne oraz koniecznoscia
wykorzystania duzych iloSci wymieniaczy jonowych, ktore nastgpnie regeneruje si¢ kwasem.
W przypadku stosowania jonitow istnieje problem obecnosci zanieczyszczen mechanicznych.
Implikuje to konieczno$¢ filtracji na zlozu, co prowadzi do utraty droznosci. W przypadku
stosowania wymiany jonowej wystgpuje powazny problem niespecyficznosci zywic, ktére
szybko ulegaja wysyceniu kationami odpowiedzialnymi za twardos¢ wody (Ca®*, Mg”") oraz
kationami jednowarto$ciowymi (Na', K") - trzeba je czesto regenerowac [112]. Adsorpcija na
klasycznych sorbentach, np. weglu aktywnym to metoda, ktorej dziatanie jest zwiazane ze

stopniem zanieczyszczenia $cieku wyjsciowego. Charakteryzuje si¢ niska selektywnoscia i
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wydajnosciag. Usuwanie zanieczyszczen poprzez odparowanie, podobnie jak stracanie czy
sorpcja na weglu aktywnym, charakteryzuje si¢ niska selektywnoscia 1 wydajnoscia. Jest
metoda kosztowna, w ktorej nie istnieje mozliwos¢ odzysku poniesionych srodkow [282]. W
poréwnaniu do metod usuwajacych jony metali cigzkich ze $ciekdw przemystowych, takich
jak stracanie wapnem, wymiana jonowa, czy stracanie biosiarczkami (H,S wytwarzany przez
bakterie redukujace siarczany), biosorpcja posiada takie zalety jak niskie koszty operacyjne,
minimalizacj¢ ilosci powstajacych szlamoéw (chemicznych i biologicznych), wysoka
wydajnos¢ przy detoksykacji bardzo rozcienczonych $ciekéow [135-138]. Biosorbenty
natomiast sa na tyle kompleksowym materialem, ze jony metali sa wigzane w sposob

specyficzny 1 nie nastgpuje wysycenie jonami, ktore sa obecne w wodzie w wysokich

stezeniach.
Tabela 2.1.1
Limity dopuszczalnych stezer wybranych jonéw metali ciezkich w $ciekach wprowadzanych do wéd i
do ziemi w mg/kg

jon metalu wg EPA [78] wg polskiego prawodawstwa [232]
chrom (III) 2,93 0,5

kadm (II) 0,111 0,1

miedz (II) 1,45 0,5

Problemy te sprawily, ze konieczno$cia statlo si¢ poszukiwanie nowych metod,
adekwatnych do pracy przy stg¢zeniach bardzo niskich. Obiecujace moga si¢ okaza¢ metody
biosorpcyjne, gdyz biosorbenty posiadaja znacznie wyzsza pojemno$¢ sorpcyjng w funkcji
rOwnowagowego stezenia jondw metalu (maksymalna ilo§¢ metalu zwigzanego przez
jednostke masy sorbenta, mg metalu/g sorbenta) niz inne sorbenty, np. glinokrzemiany, wegle
aktywne czy wymieniacze jonowe. Biosorpcja jest zaliczana do metod selektywnych,
wydajnych i uniwersalnych, niewrazliwych na obecno$¢ zwiazkéw organicznych. W Tabeli
2.1.2 przedstawiono poréwnanie wydajnosci réznych sorbentow - materialdéw wiazacych jony
metali ci¢zkich. Sorbenty sa charakteryzowane zaleznoscig pojemnosci biosorpcyjnej (q) w
funkcji stezenia rownowagowego (C.are). Wobec niepelnych danych literaturowych,
prezentowane zestawienie nie okresla maksymalnej pojemnosci biosorpcyjnej ani charakteru
tej zaleznosci, a jedynie punkt na krzywej g=f(C.qz.). Mozliwe jest tylko oszacowanie stopnia

usunigcia jonow Cr'* przy danym stezeniu sorbenta oraz sorbatu.
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Tabela 2.1.2
Poréwnanie sorbentéw stosowanych do usuwania jonéw Cr(lll)

csorbenta CyCr CeqCr q

sorbent [gdm’] _[mg/kg] [mg/ke] [mgg]

australijski wegiel aktywny 20 50 1 2,45  [148]
spreparowany wegiel aktywny 10 275 200 15 [1]
wegiel aktywny 3 22,1 5 5,7 [161]
wymieniacz jonowy - makroporowata zywica karboksylowa 530 100 10 0,17  [269]
Purolite C106

prazona glinka (1) 128 9,4 0,02 0,07  [222]
prazona glinka (1) 128 985 448 42 [222]
tlenek krzemu i glinu 10 2 0,2 0,18 [54]
krzemionka 10 0,52 0,16 0,036 [55]
granulowany sorbent polietylenoiminowy Chelex 100 1,8 260 189 39,4 [23]
alginian wapnia 5,2 400 16 80 [8]
klaczkujace drozdze piwne (1) 4,5 10 2,6 1,64 [80]
klaczkujace drozdze piwne (2) 4,5 100 38 13,8 [80]
chitosan 92 [9]
kora drzew 19,5 [9]
welna 17 [9]
ksantogenian 19,7 [9]
mech naturalny 2 20 5,4 43 [148]
Spirulina sp. (forma autotroficzna) 0.5 125 72 106 [37]

2.2 Biosorpcja

Mimo, ze biosorpcja nie jest zjawiskiem nowym, jest aktualnie dyskutowana w
literaturze. Ostatnie badania nad biosorpcja jondw metali skupily si¢ nad wyjasnianiem
mechanizméw i1 praw nia rzadzacych. Biosorpcje najczesciej bada sie na uktadach
uproszczonych, zawierajacych pojedynczy jon metalu [283]. W literaturze podaje sie, ze na
mechanizm wigzania jonéw metalu w procesie biosorpcji skfada¢ si¢ moga takie procesy jak:
adsorpcja, kompleksowanie, oddziatywania elektrostatyczne czy wymiana jonowa [286].

2.2.1 Podstawy procesu biosorpcji

W biosorpcji przebiega pasywne (pod wzglgdem metabolicznym) wigzanie jondw
metalu do powierzchni komoérek, a wigc proces ten jest Scisle zwiazany z charakterem $ciany
komorkowej (powierzchni wiazacej), jej naturg fizykochemiczng. Wydajnoéé biosorpcji
zalezy przede wszystkim od rodzaju biosorbenta i sorbatu [195-197].

Przez wiele lat uwazano, ze mechanizmem procesu biosorpcji jest adsorpcja [284].
Stad rownowage procesu opisywano izotermami Langmuira, rzadziej Freundlicha [281]. W
Swietle ostatnich badan mechanizm ten ma charakter zlozony, zalezny od szczepu
mikroorganizmu, przy istotnym udziale wymiany jonowej, a nie adsorpcji [30, 32, 34].

2.2.2 Biosorbenty |

Chociaz wiele materialéw biologicznych wiaze metale ciezkie, tylko materiaty

posiadajace wystarczajaco wysoka pojemno$é biosorpcyjna i selektywno$é w stosunku do

metali cigzkich sa odpowiednie do ewentualnego zastosowania procesu biosorpcji w skali
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przemystowej. Zbadano wiele réznych biomaterialdbw pod katem ich zastosowan
biosorpcyjnych. Biomasa wykazuje wysoka pojemnos¢ biosorpeyjna (rzedu 100 mg/g lub 1
mmol/g). Najczesciej wymieniane klasy biosorbentow to algi, bakterie i grzyby. Pozostale to
torf, substancje pektynowe oraz materialy celulozowe (np. trociny) (Tabela 2.2.1). W Tabeli
222 przedstawiono gatunki organizméw posiadajace zdolnos¢ wiazania metali
porownywalng z handlowymi zywicami kationowymiennymi.

Tabela 2.2.1
Biosorbenty i ich pojemno$c biosorpcyjna w stosunku do jonéw Cr(ill), Cd(ll) i Cu(ll) [106, 107, 137,
138, 177, 235, 274, 286]

maksymaina pojemno$é

mje(::Iu mikroorganizm klasa biomasy biosorpcyjna
(meq Me/g s.m. komérek)
Bacillus- biomasa bakterie 6.81
Rhizopus arrhizus grzyby 1.79
- Candida tropicalis drozdze 0.265
Streptomyces nouresei nitkowate bakterie 0.104
Penicillium chrysogenum grzyby 0.019
Ascophyllum nodosum algi - brunatnice 3.83
Sargassum natans algi - brunatnice 2.40
Saccharomyces cerevisiae drozdze 1.53
Fucus vesiculous algi - brunatnice 1.30
cd® Candida tropicalis drozdze 1.07
Penicilium chrysogenum grzyby 0.996
Rhizopus arrhizus grzyby 0.534
Rhizopus nigricans grzyby 0.338
Penicillium spinulosum grzyby 0.007
Candida tropicalis drozdze 2.52
cu® Cladosporium resinae grzyby 0.567
Rhizopus arrhizus grzyby 0.504
Saccharomyces cerevisiae drozdze 0.630
Tabela 2.2.2
Biomasa i biosorbenty oraz poréwnanie pojemnosci kationowymiennych [136]
Gatunek Rodzaj biomasy Pojemnos$¢ biosorbenta [meq/g]
Zywice komercyjne 0,35-5,0
Ascophyllum sp. brunatnica 2-2,5
Eclonia radiata brunatnica 1,8-2,4
Rhizopus arrhizus grzyb nitkowaty 1,1
Sargassum sp. brunatnica 2-2,3
Torfowiec mech torfowy 4,5-50
Spirulina sp. mikroalga 2,0-11,4

2.2.3 Czynniki wplywajqce na biosorpcje

Wydajnos¢ biosorpcji, najczgsciej jest opisywana jako pojemnosé biosorpcyjna (q, mg
metalu /g lub mmol/g biosorbenta) (Tabela 2.2.1). Wskaznik g przyjmuje najczesciej wartosci
w zakresie kilku-kilkuset mg/g, w zaleznosci od metalu i biomasy [157-159].
Czynniki wplywajace na wigzanie jonéw w procesie biosorpcji sa nastepujace [42, 64, 65]:
- Stezenie jonu metalu w oczyszczanym Scieku: Stopien oczyszczenia $cieku (stezenie
rownowagowe jonow, Ceqize) zalezy od pojemnosci biosorpcyjnej wykorzystywanego szczepu

(9), stezenia biosorbenta (X), oraz st¢zenia poczatkowego jonéw metalu (Corte). Ze wzrostem
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stezenia rOwnowagowego metalu, wzrasta pojemnos$¢ biosorpcyjna (g) (Rys. 2.2.1). Gdy
zostanie osiagnigte plateau, powierzchnia sorbenta ulega wysyceniu (czyli przy wysokich
poczatkowych stezeniach metalu) - osiagana jest warto$¢ (s, Okre$lana mianem
maksymalnej pojemnosci biosorpcyjnej, ktora zalezy od liczby miejsc wiazacych jony na

powierzchni komorki.

qmax

q [mg/g] lub [meq/g]

Ceqme [M/kg] lub [meq/kg]

Rys. 2.2.1
Przyktadowa izoterma biosorpcji; g- pojemnosc biosorpcyjna, Qmax-maksymalna pojemnos$é
biosorpcyjna, Ceque-SteZenie rownowagowe jonéw metalu (przy danym stezeniu komérek)

- Temperatura: Przez wiele lat uwazano, ze biosorpcja, posiadajaca natur¢ adsorpcyjna, jest
procesem silnie zaleznym od temperatury. Jednak, w $wietle wstepnych badan, w zakresie
temperatur 5-40 °C nie zaobserwowano wplywu temperatury na wydajnos¢ procesu [37].

- pH: Literatura nie dyskutuje szczegélowo wplywu pH na proces biosorpcji. Jako zalecenie
podaje jedynie zakres przy ktorym nie istnieje niebezpieczenstwo destrukcji biomasy (3-9).
2.2.4 Mechanizm procesu biosorpcji

Przez wiele lat literatura przedmiotu postulowala adsorpcje jako dominujacy
mechanizm biosorpcji [19, 49, 86, 89, 91, 172]. Ostatnio okazato si¢ jednak, Ze proces ten
moze mie¢ inng, bardziej kompleksowa naturg, co wigcej: zmieniajaca si¢ w zaleznosci od
gatunku organizmu, z wymiang jonowa jako dominujacym mechanizmem, postulowanym w
ostatnich latach przez Profesora Bohumila Voleskiego (McGill University, Kanada) [141,
243-249, 273, 304].

Na biosorpcj¢ skiada si¢ szereg proceséw. Jon dyfunduje do powierzchni komorki
mikroorganizmu, a nastgpnie zostaje zwiazany do miejsc na jej powierzchni. Na ten etap
sklada si¢ szereg procesow: adsorpcja, wymiana jonowa, koordynacja, kompleksowanie,
chelatowanie 1 mikrostracanie. Proces ten jest szybki i odwracalny. Po biosorpcji moga
nastgpowac  procesy dodatkowe, wolniejsze: wiazanie kowalencyjne, stracanie

powierzchniowe, reakcje redoks [74, 76, 311, 62].
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Jednoznaczne okreslenie mechanizméw rzadzacych biosorpcja jest utrudnione,
poniewaz komorki nie maja $cisle zdefiniowanej formuly chemicznej, sa strukturami o
kompleksowej budowie. Sciana komérkowa jest zbudowana z bioczasteczek, takich jak
peptydoglikan, kwasy tejchowe 1 tejchuronowe, lipoproteidy i polisacharydy, ktore sa
polielektrolitami. Na powierzchni $ciany komorkowej znajduja si¢ grupy funkcyjne, m.in.
grupy karboksylowe, fosforylowe i aminowe, zdolne do wiazania kationow [52, 102, 259,
297, 308, 310].

- Opis ilosciowy

Do opisu rownowagi biosorpcji najczgsciej wykorzystuje si¢ izotermy Langmuira i
Freundlicha, ktore czgsto nie opisuja zadowalajaco wynikow do$wiadczalnych. Natomiast
przy zatozeniu, ze mechanizm biosorpcji jest inny i jest nim np. wymiana jonowa, proces ten
bedzie mozna opisywac przy uzyciu statych rownowagi poszczegoélnych miejsc wiazacych na
powierzchni komorki pomigdzy kationami a grupami funkcyjnymi. A zatem, sposéb
modelowania réwnowagi biosorpcji bedzie zalezny od natury procesu: inne zalezno$ci
zostana wykorzystane gdy rozpoznanym mechanizmem bedzie adsorpcja, inne gdy np.
wymiana jonowa czy wigzanie kowalencyjne.

Maksymalna pojemnos¢ sorpcyjna to maksymalna ilo$¢ metalu zwiazanego przez
jednostke masy sorbenta, ktora tworzy kompletna monowarstwe na powierzchni, utworzong
przy wysokich C., Reprezentuje praktyczng limitujaca pojemno$é¢ sorpcyjna, gdy
powierzchnia jest w petni pokryta jonami metalu. Jest wykorzystywana do poréwnania
dziatania (wydajnosci) poszczegolnych sorbentéw, w przypadkach gdy sorbent nie osiagnat
pelnego wysycenia w warunkach do$wiadczalnych.

Dane rownowagowe, powszechnie znane jako izotermy sorpcji stanowia podstawe
przy projektowaniu uktadow biosorpcyjnych. Zaproponowano klasyczne modele opisujace
rownowage sorpcji (Langmuira, Freundlicha, Redlich-Petersona, kombinacje Langmuira-
Freundlicha (uogdlniona posta¢ Freundlicha) i in. (Tabela 2.2.3) [208], ktére sa
wykorzystywane do opisu réwnowag pomiedzy zwiazanymi jonami metalu na
powierzchniach (w tym réwniez na powierzchniach biologicznych w procesie biosorpcji)

(CO - Ceq )V

(Qeq. g = ) oraz jonami metalu w roztworze (C.q) w danej temperaturze. Réwnanie

Langmuira (2.2.7) jest stosowane do opisu réwnowagi sorpcji monowarstwowe] na
powierzchni posiadajacej okreslong liczbe identycznych miejsc wigzacych [3]. Maksymalna

pojemno$¢ sorpcyjna zostaje osiagnieta gdy monowarstwa zostaje wysycona. Natomiast
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empiryczne réwnanie Freundlicha (2.2.2), bazuje na rownowadze sorpcji na powierzchniach,
na ktorych znajduja si¢ miejsca wigzace o rdznej charakterystyce [113].

Zaré6wno réwnanie Freundlicha, jak i Langmuira to modele 2-parametrowe. W
przypadku, gdy zaden z tych modeli nie opisuje satysfakcjonujaco danych, konieczne jest
zastosowanie rownania 3-parametrowego, np. Redlicha-Patersona (2.2.4), czy Langmuira-
Freundlicha (2.2.3), ktore sa kombinacja tych dwoch podstawowych modeli i w pewnych
przypadkach sprowadzaja si¢ do modeli pojedynczych. Izoterma BET (2.2.5) reprezentuje
wielowarstwowga adsorpcje do miejsc heterogenicznych o réznym powinowactwie wigzania i
zaklada, ze izoterma Langmuira opisuje kazda z warstw [1]. Jest stosowana rzadko do opisu
rownowagi procesow biosorpcyjnych. Izotermy BET i Freundlicha sa wykorzystywane przy
niskich st¢zeniach sorbent/sorbat [6, 79, 169, 284, 285].

Tabela 2.2.3
Modele wykorzystywane do opisu wigzania jonéw metali przez mikroorganizmy [43,47,56, 283, 310].
lzoterma Réwnanie Uwagi
quCeq parametry sg interpretowalne;
Langmuir q=—— model niestrukturalny; sorpcja (2.2.1)
1+b6C,, monowarstwowa
. _ n proste wyrazenie; model
Freundlich q9=9,C., niestrukturalny: (2.2.2)
bq,,C.,
Langmuir- Freundlich g=———+ kombinacja powyzszych modeli (2.2.3)
1+6C,
M y- aC,, przyblizenie Freundichaprzy
1+ bCZ, wyzszych stezeniach; =
. sorpcja wielowarstwowa; wystepuje
Brunauer-Emmet- = BCQ punkt przegiecia; brak (225
Teller (BET) (Cs —ON1+(B-1C/Cq] odpowiednika ,catkowitej =
pojemnosci*
1 1 1 o .
J ; == o proste wyrazenie; rbwnanie
Radke-Prausnitz q a Ceq b qu empiryczne, 3-parametrowe (2.2.6)

Roéwnanie Langmuira zostalo wyprowadzone z réwnania szybkosci sorpcji. Wedlug
zalozen modelowych, sorbat zajmuje 1 miejsce, a rownanie opisujace szybko$é reakcji
uwzglednia jednoczesne zachodzenie procesu adsorpcji i desorpcji, zgodnie z réwnaniem:

do
o ~ka(1-6)-k,0 (2.2.7)

gdzie 6 oznacza stopiei pokrycia powierzchni, czyli q/qm. Gdy proces sorpcji osiaga stan

. . do . . . L :
rownowagi ( Z =0), rownanie Langmuira b¢dzie miato nastepujaca postac:

bq,C.,,

q_‘_
1+5C,,

(2.2.8)
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gdzie b to stosunek statych szybkosci adsorpcji oraz desorpcji: b=kaa/ka.

Czesto zaden z przedstawionych modeli nie opisuje rOwnowagi sorpcji jondw metalu
przez mikroorganizmy, gdyz zostaly one opracowane na potrzeby innych ukladow, np.
adsorpcji gazow na powierzchniach, dlatego powinny by¢ interpretowane z duza ostroznoscia
przy stosowaniu dla tak kompleksowych ukladéw jakimi sg powierzchnie biologiczne.
Volesky [286, 287] poddaje krytyce brak uniwersalnosci tych modeli: wyniki nie moga by¢
ekstrapolowane oraz nie mozna wyciagna¢ prognoz dla ukladoéw pracujacych w réznych
warunkach. Dodatkowym problemem jest prowadzenie ciaglych krzywych izoterm przez
punkty o duzym rozrzucie.

2.2.5 Odzysk zwiqzanego 7 biomasq metalu i regeneracja biomasy

Produktami procesu biosorpcji sa oczyszczony sciek oraz jony metalu zwigzane z
biomasa, ktéra mozna wykorzysta¢ w dwojaki sposob: poprzez spalanie (likwidacja) lub
desorpcje (regeneracja) [281]:

- LIKWIDACJA - poprzez spalanie; biosorpcja stuzy tu jako narzedzie zmniejszenia
objetosci odpadu: duza objetos¢ Scieku jest przeksztalcana do znacznie mniejszej objetosci
skoncentrowanego odpadu stalego. Proces ten umozliwia usunigcie jonéw metalu, lecz
powoduje powstanie toksycznego szlamu. Szlam po spaleniu daje popiét - koncentrat metalu,
ktory moze zosta¢ wykorzystany jako surowiec w produkcji zwiazkéw danego metalu.

- REGENERACJA - istnieje mozliwo$¢ uniknigcia powstawania szlamu odpadowego i
odzysku biosorbenta. Regeneracja stwarza mozliwos¢ odzysku nie tylko metalu
wyekstrahowanego do fazy cieklej ale rowniez biomasy, ktéra moze zostaé ponownie
wykorzystana. W procesie desorpcji (podstawowe kryteria doboru desorbenta przedstawiono
w Tabeli 2.2.4) jony metalu powinny zosta¢ zatgzone w stosunku do $cieku wyjsciowego, nie
prowadzi¢ do zniszczenia biosorbenta (zmniejszenia pojemnosci biosorpyjnej) [135-138].
Konsekwencja desorpcji jest powstanie zregenerowanego sorbenta oraz skoncentrowanego
roztworu metalu o st¢zeniu ok. 10-100 razy wyzszym od stezenia poczatkowego. Roztwor ten
moze zostaC oczyszczony metodami klasycznymi, na przyklad poprzez stracanie lub
elektrolize. Prowadzi zatem do odzysku metalu [140]. W zaleznosci od r0Zpoznanego
mechanizmu biosorpcji dobiera si¢ rodzaj desorbenta. Desorpcja moze opieraé sie na dwéch
ogllnych zasadach, ktére moga réwniez dziataé w polaczeniu: pewne rodzaje desorbentéw,
takie jak kwasy lub sole metalu dostarczaja kationow, ktore konkuruja o miejsca wigzace, a
zatem wypieraja je (tylko w przypadku gdy mechanizmem biosorpcji jest wymiana jonowa)
[45]. Alternatywa jest zastosowanie ligandow (takich jak np. EDTA), ktére spowodowalyby

kompleksowanie metalu w roztworze [140]. Wowczas stezenie niezwigzanych jonéw w
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roztworze ulega obnizeniu. W takim przypadku, metal jest wprowadzany do roztworu, a

zatem biosorpcja ulega odwroceniu [90, 317].

Tabela 2.2.4
Kryteria wyboru desorbenta jonéw metali z biomasy [4, 91, 140, 275]
rodzaj desorbenta zalezy od mechanizmu biosorpcji szybka kinetyka
niski stosunek objetosci eluent/regenerowany sorbent  selektywno$¢ w stosunku do jonu metalu
wysoki wspolczynnik koncentracji (po desorpcji i brak strukturalnego zniszczenia sorbenta- utrzymanie

przed adsorpcja) wysokiej zdolnosci wiazania metalu w kolejnym cyklu
wysoka wydajno$¢ desorpcji (min. 95 % metalu niski koszt
powinno ulec desorpcji) nieszkodliwo$¢ dla srodowiska

Niektére z tych kryteriow sa sprzeczne: jezeli stosowana jest mniejsza objetosé
eluenta, w celu osiagnigcia wysokiego wspotczynnika koncentracji, wydajnos¢ moze ulec
obnizeniu. Desorpcja moze zosta¢ przeprowadzona zarowno przez kwasy (HCI, H,SO,), jak i
roztwory soli (np. CaCly). W kazdym przypadku, kation (H" lub Ca®") konkuruje z jonem
metalu o miejsce wigzace, oraz prowadzi do wymiany jonowej, w przypadku gdy stezenie
desorbenta jest wystarczajaco wysokie [102, 297]. Uwaza sig, ze kwasy mineralne o stezeniu
ok. 0.1 mol/dm’ sa wydajnymi i tanimi desorbentami. Chociaz wysokie st¢zenia eluenta
prowadzi do wysokiej wydajnosci, skrajne wartosci pH moga powodowaé zniszczenie
struktury materiatu biologicznego.

2.2.6 Mikroalgi - biosorbenty posiadajqce wiele zalet

Przy doborze szczepu - biosorbenta, nalezy si¢ kierowa zalezno$cia pojemnosci
biosorpcyjnej od stgzenia réwnowagowego jondw metalu oraz warunkami namnazania
biomasy i elastyczno$cia metabolizmu. Szczep nie powinien by¢é toksyczny ani wytworzony
W sposob sztuczny (np. metodami inzynierii genetycznej).

Kryterium takie spetnia Spirulina sp. - organizm miksotroficzny, o wysokiej Gumax.
Mikroalgi wykorzystuja $wiatlo jako zrodlo energii, dlatego mozliwe jest podtrzymanie
metabolizmu w przypadku braku dostgpu do organicznego zrodla wegla. Dodatkowo, moga
by¢ hodowane w otwartych zbiornikach. Przenoszenie skali z laboratoryjnej na przemystowa
rowniez nie sprawia trudnosci [31, 32, 39, 40, 49, 68, 70, 167, 173, 231, 252, 267].

W literaturze przedstawia si¢ mikroalgi jako mikroorganizmy umozliwiajace
sorbowanie jon6w metali z roztworéw rozcieficzonych i dodatkowo, akumulowanie ich w
strukturze komorki [57, 64, 65, 67, 68]. Proces biosorpcji u alg przebiega gléwnie na
powierzchni Sciany komorkowej, ktora zbudowana jest z widknistego szkieletu i amorficznej
matrycy otaczajacej. Najczesciej spotykanym materiatem widknistym jest celuloza, ale moze
by¢ zastgpowana mannanem lub ksylanem. Wystepuja tu réwniez kompleksowe

heteropolisacharydy, oraz peptydoglikan [226].
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2.2.7 Urzqdzenia do biosorpcji

Poniewaz biosorpcja jest procesem szybkim [304-307] (rownowaga zostaje osiagnicta
w ciagu kilku minut), nie ma szczeg6lnych wymagan w stosunku do biosorberéw, ktére moga
by¢ niewielkich rozmiaréw. W biosorpcji przemystowej stosowane sa reaktory kolumnowe z
wypetnieniem [134, 139], reaktory ze zlozem fluidalnym [169, 281] lub proste aparaty
mieszalnikowe [81-83, 169, 222].

2.3 Bioakumulacja

Mikroorganizmy sa w stanie zatgzaé metale w sposob pasywny i aktywny
metabolicznie. Czynniki fizykochemiczne - $wiatlo, pH, temperatura, maja wplyw na
wigzanie jonow metali cigzkich przez algi. Istnieje $cisty zwiazek pomigdzy
wewnatrzkomorkowym stezeniem jonéw metalu, a szybkoscia wzrostu, poniewaz zmiany
tych wskaznikéw wplywaja na siebie nawzajem [126].

2.3.1 Podstawy procesu bioakumulacji

Podczas gdy ukazalo si¢ wiele prac dotyczacych usuwania jonéw w procesie
biosorpcji oraz istnieja przyklady praktycznego zastosowania procesu [51, 59], niewiele
uwagi poswigcono bioakumulacji p&ez zywe komorki. Deficyt informacji w tej dziedzinie (w
szczegolnosci w zakresie mechanizmu procesu, praw nim rzadzacych, opiséw ilosciowych
oraz rozwigzan procesowych) oraz szereg probleméw do tej pory nie rozwigzanych
ograniczajg przemystowe zastosowanie tej techniki [215].

Bioakumulacja jest definiowana jako transport zanieczyszczen (organicznych lub
nieorganicznych) do wnetrza komoérek organizméw zywych [12, 258]. Kompleksowos¢
procesu powoduje, ze jest zagadnieniem interdyscyplinarnym [233] z pogranicza
mikrobiologii, chemii oraz inzynierii bioprocesowej. Prace nad bioakumulacja wymagaja
okreslenia m.in. mechanizmu (wiazanie do $ciany komérkowej oraz wprowadzanie Jjonéw do
wngtrza komorki i depozycja w organellach subkomérkowych), okreslenia warunkéw
namnazania biomasy (parametry hodowli, inzynieria fotobioreaktorow) oraz wplywu
obecnosci zanieczyszczen na parametry kinetyczne wzrostu [75, 76].

Bioakumulacja moze znalez¢ zastosowanie tylko w oczyszczaniu $ciekéw o niskim
stopniu  zanieczyszczenia (ponizej poziomu toksycznego dla komorki), zawierajacych
jednoczesnie skiadniki pokarmowe (azotany, fosforany, siarczany oraz organiczne lub
nieorganiczne zrédto wegla) [89]. Przyktadowo, sztuczne stawy zawierajace mikroorganizmy
fotosyntetyczne moga by¢ wykorzystywane do oczyszczania odciekéw z kopalni podczas

zakwitéw, dzigki znajdujacych sie w nich sktadnikach pokarmowych [76]. Wyprodukowana
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biomasa moze zosta¢ rowniez wykorzystana jako biosorbent. Kolejnym przykiadem
zastosowania bioakumulacji sa klasyczne biologiczne oczyszczalnie pracujace na osadzie
czynnym [89, 300].
2.3.2 Bioakumulanty

Bioakumulanty to organizmy zywe, ktore akumuluja jony metali ciezkich w strukturze
komorki [12]. Do grupy tej zaliczanych jest bardzo wiele gatunkéw mikroorganizméw,
grzybow, roslin, zwierzat. W Tabeli 2.3.1 zestawiono przykladowe mikroorganizmy
uznawane za bioakumulanty oraz ilo$¢ metalu, ktéra moze zostaé przez nie zakumulowana
(pojemnos¢ bioakumulacyjna). O przydatnosci bioakumulanta decyduje nie tylko iloé
wigzanego jonu metalu, ale przede wszystkim toksycznos¢ komérkowa, szybkosé namnazania
oraz szybkos$¢ wigzania jonéw metali, jak rowniez wymagania pokarmowe i warunki hodowli.
Pojemnos¢ bioakumulacyjna zalezy od gatunku organizmu oraz jonu metalu. Zaobserwowano
odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ wielko$ci organizmu i pojemnosci bioakumulacyjnej
[12], poniewaz organizmy wyzsze wyksztalcily bardziej kompleksowe mechanizmy obronne
przed wprowadzeniem jonéw metalu do ustroju. W zwiazku z tym mikroorganizmy, zaliczane
do organizméw o najnizszym stopniu organizacji, powinny by¢ najlepszymi bioakumulantami
[176, 178].

Tabela 2.3.1
Maksymalna akumulacja metali ciezkich przez mikroorganizmy [89]
Organizm Metal A'E;,":_"ﬁ?a Organizm Metal A'E;":.':naf]:ja
Citrobacter sp. Pb 34-40 Saccharomyces cerevisiae ~ Cd 0,24-3,12
Cd 13,5 Zn 0,45
Zooglea sp. Co 25 Rhizopus arrhizus Cu 1,6
Cu 34 Cd 3,0
Ni 13 Pb 10,4
Bacillus cereus Cd 3,9-8,9 Scenedesmus obliquus Cd 0,3
Escherichia coli Cd 0,16-0,98 Chlorella vulgaris Au 10
Thiobacillus ferrooxidans  Ag 25

2.3.3 Czynniki wplywajqce na bioakumulacje

Proces bioakumulacji polega na oddziatywaniu zywych komérek mikroorganizméw z
jonami metalu, zatem czynniki wplywajace na kinetyke oraz efektywnos¢ bioakumulacji beda
zwigzane ze stanem fizjologicznym komoérek, ich stezeniem oraz forma jonéw metalu w
roztworze (Tabela 2.3.2) [84, 112, 301], czyli skladem roztworu, tj. stgzeniem usuwanych
jondéw, zawartoscia tlenu i dwutlenku wegla, sita jonowa, pH oraz dostepnoscia substancji
zawierajacych azot i fosfor, a spetniajacych role pozywki. Przebieg procesu usuwania metali
zalezy réwniez od temperatury oraz w przypadku mikroalg, dostepu Swiatla [213], ktére maja

decydujacy wplyw na rozw6j mikroorganizméw fotosyntetycznych.
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Tabela 2.3.2
Czynniki wptywajgce na bioakumulacje
czynniki wewnatrzkomorkowe czynniki zewnatrzkomérkowe
cechy szczepu (m.in. specyficzna szybkos$¢ wzrostu),  cechy jonu (m.in. poziom toksycznosci dla komorki),
stan fizjologiczny komorki (np. wiek), faza wzrostu, stezenie, sita jonowa, potencjat redoks, pH,
obecno$¢ metabolitow zewnatrzkomorkowych temperatura, sklad pozywki, czas kontaktu

2.3.4 Mechanizm procesu bioakumulacji

Mechanizm wigzania jonéw metali oraz efekt toksyczny jaki wywotuja w komorce
rozni si¢ w zalezno$ci od szczepu mikroorganizmu oraz jonu metalu (przyktadowo dla E. coli
przedstawiono w Tabeli 2.3.3). Czesto zdarza si¢, ze jon stanowiacy niezbedny sktadnik dla
wzrostu jednego organizmu, bedzie catkowicie niepozadany i toksyczny dla innego, gdyz
podloze dziatania toksycznego lezy w plaszczyznie specyficznych oddziatywan
molekularnych jonéw metalu z bioczasteczkami.

Tabela 2.3.3
Toksycznos¢ wybranych jonéw metali ciezkich

Stezenie
Jon Hamujace Wzrost

metalis u E. coli [194] Ogéliny opis dziatania toksycznego

[mmol/dm]
cd* >0,5 Kadm ma tendencj¢ do wiazania si¢ do grup tiolowych i tym samym denaturacji
biatka, interferuje z metabolizmem wapnia, niszczy bony komérkowe [194].
Ccu* >1,0 Ze wzgledu na niski potencjat Cu®’/Cu” (-268 mV) w warunkach fizjologicznych

miedz tworzy kompleksy z wolnymi rodnikami, np. z tlenem atomowym.
Toksycznos¢ miedzi wiaze si¢ produkcja rodnikow nadtlenkowych [93].

cr’ >35,0 Przejscia pomigdzy Cr(VI) i Cr(IIl) s3 mozliwe w warunkach fizjologicznych.
Cr(VI) jest bardziej toksyczny od Cr(Ill). U cztowieka Cr(Ill) wiaze si¢ do
niskoczasteczkowego peptydu, ktory aktywuje specyficznie receptor insulinowy
kinazy tyrozynowej [61]. Nadmiar Cr(Ill) jest roéwnie niebezpieczny jak
niedobor. Wyjasnia to, dlaczego niedob6r chromu powoduje zmniejszenie
tolerancji na glukozg i objawy podobne do cukrzycy. U mikroorganizméw
natomiast nie zaobserwowano pozytywnej roli jaka moze odegra¢ chrom [100].

Przy rozwazaniu mechanizmu procesu bioakumulacji konieczne jest wprowadzenie
dodatkowej nomenklatury. Pierwszym etapem procesu jest wiazanie jonéw do powierzchni
komorki. Mechanizm tej fazy jest identyczny z biosorpcja, a w niniejszej pracy bedzie
okreslany terminem etapu pasywnego bioakumulacji, poniewaz nie obserwuje si¢ tu
aktywnosci metabolicznej komoérek. W dalszej kolejnosci jony metalu sq wprowadzane do
wngtrza komorki (bioakumulacja wlasciwa). Proces ten wymaga nakladéw energetycznych,
czyli aktywno$ci metabolicznej komoérki, dlatego w niniejszej pracy bedzie okreslany jako
etap aktywny bioakumulacji. Bioakumulacja jest zatem kombinacja procesu pasywnego i
aktywnego, jest procesem konsumujacym energic komérkowa - m.in. na transport jonéw
metalu do wnetrza komorki oraz na namnazanie biomasy. Konsekwencja tego jest

ograniczona szybkos¢, znacznie nizsza niz w procesie biosorpcji.
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Mechanizm procesu bioakumulacji jest nastepujacy [212]:

1 Etap pasywny - wiazanie metalu na zewnetrznej powierzchni komérki - proces biosorpcji. Gdy jon metalu
wejdzie w kontakt z powierzchnia mikroorganizmu, zostaje zwiazany w miejscach na powierzchni komorki
o wysokim powinowactwie do danego jonu [150]. Proces sorpcji jonu na powierzchni zachodzi szybko,
czyli nie limituje kinetyki bioakumulacji. ~

2 Etap aktywny I - wprowadzanie jonu do wnetrza komorki - etap ten zachodzi tylko u zywych komorek i
wymaga transportu aktywnego (wymagajacego naktadéw energetycznych) lub kontrolowanego dyfuzja
transportu przez barier¢ energetyczna jaka stanowi blona komorkowa (nie wymagajacy nakladow
energetycznych). Taki szlak istnieje zarowno dla metali niezbednych komorce (np. cynk) jak i metali
toksycznych, wprowadzanych do wnetrza komérki omytkowo (np. kadm). Jest hamowany przez: niska
temperaturg, inhibitory metabolizmu, brak zrodla energii [88, 89]. Na szybko$¢ akumulacji metalu ma
wplyw stan metaboliczny komorek oraz sklad pozywki. Systemy transportujace posiadaja rozna
specyficznos¢ wzgledem jonu metalu, a wigc komorki pobieraja zarowno jony im potrzebne jak i toksyczne.
Wiekszo$é mechanizmow transportu opiera si¢ na elektrochemicznym gradiencie protonow w poprzek
blony komérkowej, ktorego sktadowe to gradient pH oraz elektryczny z ktorych kazdy moze napedzaé
transport obdarzonych tadunkiem substancji rozpuszczonych przez blong komérkowa. To wlasnie potencjat
blonowy jest odpowiedzialny za transport kationow. W niektorych przypadkach mechanizmem transportu
jonu metalu do wnetrza komorki moze by¢ dyfuzja, szczegolnie gdy jego toksyczno$¢ prowadzi do zmian w
przepuszczalnosci blony komorkowej [261]. ROwnoczesnie nastgpuje namnazanie biomasy [66].

3 Etap aktywny II - wewnatrzkomorkowa lokalizacja i depozycja - jon metalu zostaje zwiazany przez biatka
badz inne makroczasteczki tam si¢ znajdujace lub zamknigty w strukturach subkomorkowych -
immobilizacja poprzez tworzenie nierozpuszczalnych struktur organo-metalicznych, takich jak
metalotioneina, fitochelatyny (u mikroalg) [67] lub biatka zawierajace metale. Moze by¢ rowniez
deponowany w organellach komorkowych. Na tym etapie komorka zostaje zabezpieczona przed
toksycznym dziataniem metalu. Po wprowadzeniu do wnetrza komorki, jony mogg ulega¢ kompartmentacji
lub sg unieszkodliwiane poprzez wiazanie (biatka) i precypitacje [89].

Komorki mikroorganizméw wyksztalcily pewne mechanizmy chroniace je przed toksycznym

wplywem jonéw metali cigzkich poprzez:

1 Zewnatrzkomérkowe wigzanie i stracanie - niektore mikroorganizmy mogg syntezowac polimery znajdujace
si¢ na powierzchni blony komorkowej. Polimery te moga wigzac jony z roztworu.
2 Nieprzepuszczalnos¢ i ochrona - metal nie wchodzi do wnetrza komorki, a wigc nie ma efektu toksycznego.

3 Wewnatrzkomorkowa detoksyfikacja - depozycja w organellach (mitochondria, wakuole, jadro komorkowe,
chloroplasty, ciata polifosforanowe i $ciana komoérkowa).

Opis ilosciowy

Modele biosorpcyjne moga zosta¢ wykorzystane tylko do opisu pasywnego etapu
bioakumulacji. Nalezy rowniez uwzgledni¢ charakterystyczne cechy procesu, w
szczegblnodci generacje nowej powierzchni sorpcyjnej oraz istnienie transportu aktywnego
Jonu metalu przez blon¢ komoérkowa do cytoplazmy [127]. W literaturze niewiele uwagi
poswigca si¢ modelowaniu tego procesu.

Chemiczna specjacja ma decydujacy wplyw na wprowadzanie jonéw metalu do wnetrza
komorki. Blona komodrkowa jest praktycznie nieprzepuszczalna dla form obdarzonych
tadunkiem lub polarnych. Jony metalu sa zazwyczaj transportowane przy wykorzystaniu
wyspecjalizowanych no$nikowych biatek blonowych [260]. Przedstawiono schemat (Rys.
2.3.1) zaleznosci pomigdzy specjacja jonow metalu na zewnatrz oraz transportem metalu M)
do wnetrza komorki przez biatko transportujace. Akumulacja we wnetrzu jest zwigzana z

iloscia metalu zwiazanego z biatkiem transportujacym, ktére jest z kolei kontrolowane przez
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stezenia wolnych jonéw metalu (M™) w przypadku termodynamicznej kontroli transportu lub
siezenia nieorganicznych form metaiu (woine jony iub kompieksy nieorganiczne) w koniroii
kinetvcznej. Kompleksy organiczne nie dysocjuja wystarczajaco szybko by bezposrednio
dostarcza¢ metal do biatka transportujacego. Kompleksowanie organiczne wywiera wigkszy
wplyw na szybko$¢ akumulacji metalu poprzez kontrol¢ zewngtrznego stezenia wolnych
jonow metalu i kompleksow nieorganicznych [260].

Jony metalu wiaza si¢ do miejsc receptorowych na biatkach nosnikowych, a nastepnie
aysocjujg z powrotem do pozZywki lub sg transportowane w poprzek blony i uwalniane do
cytoplazmy. Szybkos¢ wewnatrzkomérkowej akumulacji metalu opisano réwnaniami (2.3. /-
2.3.3) [89].

k

Pmax [ ME" 1K ST .
N ky+ky, (233

C[MeTIK,, +1

(2.3.1)  r.. =k[N] 232  Ku

kompleksy
nigorganiczne

kompieksy
UTRARICLZIG
M-humus
MNTA™

poZzYWKa komorka

I

Rvs. 2.31
Rys, 2.3.1
Wprowadzanie jondw metalu do wnetrza komérki w procesie bioakumulacji
vitiaic luksyvzuc >g puuiciaiie przez komorki systemem transportu skiadnikow

pokarmowych, wypicrajg jo « ich migjsc metabolicznych stajac si¢ toksyczne dla komoérki
[260]. Niezbedna do zrozumienia regulacji komoérkowej tych systemow transportowych jest
znajomos¢ czynnikow kontrolujacych akumulacje zar6wno metali toksycznych jak i
potrzebnych. Komorki reguluja szybkos$¢ akumulacji skladnikéw pokarmowych aby
podtrzyma¢ ich wewnatrzkomdérkowe stgzenie na poziomie optymalnym dla wzrostu i
metabolizmu.

Zaleznosci pomiedzy szybkosciq akumulacji metalu, szybkosciq wzrostu oraz komorkowym
stezeniem metalu. Podczas fazy wzrostu logarytmicznego, stezenie zewngetrzne jonow metalu,
szybko$¢ akumulacji metalu przez komorki, stezenie metalu w komoérce oraz specyficzna

szybkos¢ wzrostu sa ze soba zwigzane [260]
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W zaproponowanym modelu szybko$¢ bioakumulacji (r) opisano jako iloczyn
komérkowego stezenia metalu (g) i specyficznej szybkosci wzrostu (u) (2.3.4). Zatozono, ze
proces ten zachodzi zgodnie z kinetyka pierwszorzedowa (2.3.5) oraz, ze pojemnosc
bioakumulacyjna jest proporcjonalna do specyficznej szybkosci wzrostu (2.3.6). W
rezultacie, zalezno$¢ pojemnosci bioakumulacyjnej od stezenia jonéw metalu w roztworze
opisano rownaniem 2.3.7) [126].

r=q -u (234 r=kMe’] (233 n=Bg (23.6) gq= k[j‘;{ez] (2.3.7)

Model Ting'a, Lawson’a i Prince’a [215, 266, 267, 268] zaklada 2 etapy procesu: 1)
wstepne, szybkie wiazanie jonu do $ciany komorkowej, 2) wolniejszy transport przez btong
komorkowa. Dziatanie tego modelu potwierdzono dla jednokomérkowych alg: Chlorella
pyrenoidosa, Chlorella vulgaris i Chlamydomonas reinhardti.
Zatozenia modelowe:
1. Stezenie jonu metalu w roztworze przy powierzchni komorki (/Me’/, [mmol/dm’] jest w
rownowadze z metalem zaadsorbowanym na jej powierzchni, (¢° [mmol/mg]). Pomigdzy tymi
wartos$ciami zaktada sie zaleznos¢ liniowg dla niskich stgzen metalu:

q=a [Me] (2.3.8)
W tym przypadku mozna tez zastosowac izotermy: Freundlicha czy Langmuira, jednak dla
roztworow rozcienczonych prawdziwa jest zaleznos$¢ liniowa.
2. Jon metalu zaadsorbowany na powierzchni komorki jest transportowany przez blong

komorkowg przy udziale czasteczek nosnikowych.
ky ky
Me* +N<k:>Me—N<:>Me" +N (2.3.9)

Transport kompleksu metal-no$nik Me-N przez blong komorkows jest procesem szybkim, a
stezenie N i Me-N sa niskie w poréwnaniu do [Me”] i [Me"].
3. Bilans jonéw metalu w uktadzie:

[Me'l= ([q'1+ [q")*X+[Me”] (2.3.10)

Na podstawie powyzszych zatozen zaproponowano nast¢pujacy model:

d(Xq") N

=1 7 _ X . k z _ 73 w

i 2{q = ) (2.3.11)
d(X[q"

d(Xlg"D) a[ltq D szybkos¢ transportu do wngtrza komorki

Model staje si¢ kompletny po uwzglednieniu stgzenia komorek w funkcji czasu.
Rozpatrywane sg trzy przypadki: 1) akumulacja metalu przez komorki zywe bez wzrostu
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(2.3.12), 2) akumulacja przez komorki w fazie liniowego wzrostu (2.3.13), 3) akumulacja
przez komorki w fazie wzrostu logarytmicznego (2.3.14).

dx brak dx wzrost dx wzrost
= — =1 2.3.13) —= . 2.3.14
dt S 12) ( ) g "™ logarytmiczny { )

linio
Rozwigzanie numeryczne moinacfltzyskaé przezvg)zwiaczame réwnania rozniczkowego I-rzedu
(2.3.11) w uktadzie z odpowiednim réwnaniem wzrostu [215].
Odzysk zwiqzanego metalu

W przypadku bioakumulacji nie istnieje mozliwo$¢ jednoczesnego odzysku metalu
znajdujacego si¢ wewnatrz komorki i regeneracji biomasy. Komorki mozna jednak spali¢ 1
uzyska¢ popiét bedacy koncentratem metalu. Biomas¢ zawierajaca wewnatrz komorki jony
metali mozna jednak wykorzysta¢ w procesie biosorpcji, w kazdym cyklu regenerujac jej
powierzchnig.

2.3.5 Mikroalgi jako bioakumulanty

Idea wykorzystania mikroalg do bioakumulacji jonéw metali cigzkich zostala po raz
pierwszy zaproponowana przez Oswald’a i Gootas’a w 1957 r. [206], ale problematyka ta
zyskala zainteresowanie dopiero w latach 90-tych [207]. Systemy oczyszczania $ciekow
wykorzystujace zywe mikroalgi moga jednoczesnie efektywnie eliminowa¢ odpowiedzialne
za eutrofizacje zwiazki azotu i fosforu [92, 296]. Podczas bioakumulacji stgzenie metalu
moze zosta¢ obnizone do poziomu nizszego niz w przypadku biosorpcji [280], jednak
wymagany czas jest dtuzszy [162, 301].

Badania wykazaly, ze mikroalgi sa bardziej wydajne w wigzaniu jondw metali
cigzkich niz bakterie czy grzyby [126]. Bioakumulacja jonow metali przez zywe algi
zwigzana jest z aktywnoscia metaboliczng 1 fotosynteza [112, 124-127]. Posiadaja wysoka
tolerancj¢ na obecnos¢ jonow metali cigzkich. W obecnosci jonow metali cigzkich nastgpuje
nadekspresja specyficznych peptydow 1 bialek wiazacych metale (m.in. fitochelatyny) [280,
301], co wynika z adaptacji fizjologicznej [41, 175], gdyz organizmy te czgsto bytuja w
siedliskach o wysokim stopniu zasolenia.

Bioakumulacja, jako metoda oczyszczania $ciekow nie znalazta do tej pory
praktycznego zastosowania na szeroka skalg, gdyz jest procesem stabo zbadanym, nie
usystematyzowanym. Wystepuje tu szereg probleméw do tej pory nie rozwiagzanych.
Informacje literaturowe dotyczace bioakumulacji sa skape, a znalezienie danych na temat
zdolnosci bioakumulacyjnych poszczegdlnych szczepéw jest praktycznie niemozliwe. W

literaturze znaleziono nieprecyzyjne, potilosciowe informacje dotyczace bioakumulacji jonow



2. Usuwanie jonéw metali cigzkich ze sciekéw metodami mikrobiologicznymi 22

metali cigzkich przez rosnace komorki Spirulina sp., nie obejmujace proby wyjasnienia

mechanizmu procesu, ani opisu kinetycznego (Tabela 2.3.4).

Tabela 2.3.4
Wplyw jonéw metali ciezkich na wzrost Spirulina [112]
stezenie nie stezenie stgieni.e stgien.ie. % usunigtego  wapilcaynnik
Metal hamujgce zmniejszajace zmniejszajjce cal.kowme metalu zateiania’

wzrostu wzrost o 1/3 wzrost 0 2/3  hamujjce wzrost Cong=1. 10 Coe=1 m

[mghkg]  [mg/kg] [mg/ke] [mg/kg] 1 myig ehe
Hg brak danych 0,25 0,5 1,0 36 1228
Cd  brak danych 5,7 22,8 45,6 77 2096
Pb 10,4 - B 104 24 1305

'wsp(')iczynnik zatezania = (metal zwiazany z biomasa mg Me/g s.m.)/(metal w roztworze mg
Me/dm’)

Wigkszos¢ prac poswigconych bioakumulacji jondw metali cigzkich przez mikroalgi
(podobnie jak wigkszo$¢ prac poswigconych bioakumulacji) dotyczy koncowego stgzenia
metalu. Bardzo niewiele uwagi natomiast poswigcono ilosciowemu opisowi kinetycznemu
oraz rozpoznaniu mechanizmu. Wigkszo$¢ publikacji jedynie relacjonuje ilo$¢ metalu
zwigzanego z biomasa bez podawania danych ilosciowych i obejmuje najczgsciej nastepujace
szczepy mikroalg: Chlorella vulgaris [10], Chlamydomonas reinhardii [128] jako algi
modelowe [59]. Sa to jednak badania raczej jakosciowe niz ilosciowe [126]. Przyktadowo,
maksymalne stezenie Cr'* tolerowane przez mikroalge Scenedesmus acutus to 15 mg/dm’, a
Chlorella vulgaris 45 mg/dm’ [272].

W przypadku mikroalg, dodatkowym czynnikiem fizykochemicznym wplywajacym
na bioakumulacj¢ jest nat¢zenie $wiatta [94]. Stwierdzono, ze bioakumulacja jonéw Cr’* oraz
ich toksyczno$¢ u mikroalgi Scenedesmus acutus jest procesem zaleznym od nateZenia
Swiatla. Im wyzsze jego natgzenie, tym toksycznos¢ chromu jest nizsza a bioakumulacja
wyzsza, co z kolei sugeruje, ze bioakumulacja zalezy od ilo$ci dostepnej energii [94, 301].
2.3.6 Urzqdzenia do bioakumulacji

Proces bioakumulacji to hodowla komérek w obecnosci jonéw metali cigzkich.
Powinna zatem by¢ prowadzona w reaktorze do namnazania biomasy (w przypadku mikroalg

w fotobioreaktorze).

2.4 Poréwnanie biosorpciji i bioakumulaciji

Etap pasywny (biosorpcja) jest pierwsza, najszybsza faza bioakumulacji (trwa kilka
minut), podczas ktérego nastepuje wigzanie jonu metalu do miejsc wiazacych znajdujacych
si¢ na powierzchni biomasy (Rys. 2.4.1). Nastepny etap (aktywny), przeprowadzany jedynie
przez zyjace komorki trwa kilka godzin i polega na wprowadzaniu jonéw metalu, zwigzanych

z grupami funkcyjnymi, do wngtrza oraz wigzaniu jonéw z roztworu do zwolnionych w ten
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sposob miejsc wiazacych. Nastgpnie biomasa ulega namnozeniu, nastepuje zwigkszenie
powierzchni wiazacej jony oraz zwigkszenie dostepnego dla jonéw wnetrza komorek.

W literaturze podaje si¢, ze ok. 90 % metalu zwiazanego przez biomase zostaje
usunigte na drodze pasywnej w ciagu pierwszych 5-40 minut procesu, a jedynie 10 % jest
wiazanych na drodze bioakumulacji (w ciagu godzin lub dni) [112]. W hodowli mikroalg, na
etapy usuwania metali zar6wno niezalezne jak i zalezne od metabolizmu ma wplyw zmiana
warunkéw wzrostu (np. pH lub wydzielanie zwiazkéw, ktére zachowuja si¢ jak chelaty
metali) [89].

jon metalu

komorki

s 'l-“' ..

Tiosiumudags ondw msiaf digikich przsz m ’-‘-':—:;m‘amzmv Froces skiada sie z dwoch etapow:
-blosorpcla (etap pasywny), 2-bioakumulacja (etap aktywny)
Jezeli przebiega tylko etap pasywny (biosorpcja) wowczas ustala sie stan roOwnowagi

q" & Ceq (Rys. 2.4.2). W momencie rozpoczecia etapu aktywnego nast¢puje wprowadzanie
jonéw do wngtrza komorki, czyli zmniejszenie pojemno$ci wigzania jonéw przez
powierzchni¢ komérki (q°), a zwigkszanie pojemnosci akumulowania jonéw metalu w jej
wnetrzu  (q¥). Dodatkowo, q° ulega zmniejszeniu na skutek namnazania biomasy.
Zmniejszenie q° powoduje przesunigcie stanu réwnowagi w kierunku mniejszych wartosci
Ceq. Dzigki temu stopien oczyszczenia $ciekéw w procesie bioakumulacji jest wigkszy niz w

biosorpcji, szczegolnie jesli °<<qn” (Rys. 2.4.2b).
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do DIoSorocii.

Nainowaznieiszym agraniczeniem bioakumuiacji jest, ze Scieki stanowia jednoczesnie
pozywke wzrostowa, a wigc powinny dostarcza¢ mikroorganizmom skiadniki pokarmowe,
POWTZCHNC 40 Wziostu {5, 21] - powinny spoiniad kryteria pozywki minimalnej. Powazna wada
Jest tez mata szybko$¢ procesu, zwiazana z konieczno$cia budowania olbrzymich instalacji do
bioakumulacji ciaglej, ktére umozliwia uzyskanie odpowiednio wysokich czasow
przebywania. Kolejna niedogodnoscia jest mozliwo$é wywolania efektu toksycznego przez
jony metalu. Do zalet bioakumulacji mozna natomiast zaliczy¢, mozliwo$é obnizenia stgzenia
zanieczyszczen do bardzo niskich poziomoéw, gléwnie dzigki kompleksowej naturze, na ktory
sktada si¢ wiele procesow [89] oraz symultanicznego usuwania réwniez innych
zanieczyszczen - m.in. zwiazkoéw azotu i fosforu (Tabela 2.4.1)

Tabela 2.4.1

Problemy zwigzane z procesem bioakumulacji [112].
Systemy oczyszczania sq limitowane toksycznoscia Zagrozenie wtornym zanieczyszczeniem $ciekow - np.
metalu. nie skonsumowanymi sktadnikami pokarmowymi
Zapou zebowanie ua pozywke i skladniki pokarmowe. Zmiana w  aktywnosci i  stabilno$ci populacji
Zwiazany metal moze by¢ usuni¢ty z biomasy jedynie mikrobiologicznej w réznych warunkach: pH,
metodami destrukcyjnymi, a sama biomasa nie moze  obecno$¢  skladnikow pokarmowych,  warunki
byc wykorzystana ponownie. hydrauliczne
Bardziej skomplikowana kontrola procesu

Poniewaz w procesiec bioakumulacji nastepuje symultaniczne namnazanie

bioakumulanta [69, 261], wykorzystanie rosnacych hodowli do biousuwania eliminuje
natrzebe stosowania oddzielnego wezla namnazania biomasy (hodowla, zbieranie, suszenie,

procesowanie oraz magazynowanie) [69, 230].
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3. MIKROALGI Spirulina

3.1 Charakterystyka ogdina

Mimo, ze pierwszy zapisany przekaz dotyczacy alg pojawit si¢ w starozytnych
Chinach, nowoczesne badania naukowe w tej dziedzinie rozpoczely si¢ dopiero w XIX w. 1
zostaly zapoczatkowane przez Vaucherera, Agardh'a, Lyngbye'a i in. - wowczas powstata
nauka zwana wspétczesnie Fykologiq lub Algologiq, traktowana jako jedna z dziedzin nauk
przyrodniczych [132]. Fykologia poczatkowo zajmowala si¢ glownie opisywaniem nowych
gatunkow glonéw, pozniej takze ich biologia, ekologia, flora, znaczeniem gospodarczym oraz
tworzeniem taksonomicznych systeméw, a ostatnio rowniez rola w ekosystemach i
fizjologicznym badaniem kultur glonéw [198].

Algi (lub inaczej: glony) [116] stanowia 30-40 % catkowitej biomasy roslinnej. Sa
postrzegane jako najbardziej szeroka grupa pod wzgledem rozmiaru komorki, formy i funkcji
ekologicznej. Maja rézny ksztalt, poczynajac od malych, pojedynczych komorek,
posiadajacych ok. 3 um srednicy (mikroalgi - Chlorella vulgaris), konczac na rozgal¢zionych,
wielokomorkowych formach (niektore makroalgi maja dtugos¢ siggajaca 50 m - brunatnica
Macrocystis pyrifera) [254]. Az trudno uwierzy¢, ze obydwa gatunki zaliczane sq do tej samej
kategorii - alg.

Terminem mikroalgi okreslane sa fotosyntetyczne prokariotyczne i eukariotyczne
mikroorganizmy w wigkszosci zasiedlajace srodowisko wodne [239], zawierajace co najmnie;j
jeden typ chlorofilu - chlorofil a. Mikroalgi, wsréd nich formy prokariotyczne -
cyjanobakterie (sinice, niebiesko-zielone algi - blue-green algae) odgrywaja wazna role
zarowno w S$rodowisku wodnym jak i glebowym. Sa uwazane za najstarsze organizmy
kopalne, znane juz z prekambru [198]. Maja duze znaczenie w przyrodzie jako organizmy
pionierskie i wszgdobylskie. Mikroalgi sa obecne w przyrodzie w siedliskach stodkowodnych,
morskich, bagiennych, w goracych zrédlach oraz pod lodem [291]. Liczba gatunkow
szacowana jest na 30000, jednak biochemia i ekofizjologia jedynie 50 z nich zostala
szczegdtowo scharakteryzowana. Rola alg w oczyszczaniu srodowiska jest stale coraz glebiej
poznawana: istnieja mozliwosci zastosowania ich w oczyszczaniu sciekow. Zapotrzebowanie
na mikroalgi znajduje odbicie w preznie rozwijajacym si¢ przemysle AQUACULTURE.

Mikroalgi konsumuja CO,, ktdry jest uznawany za gaz cieplarniany, zmniejszajac jego
stezenie w atmosferze. Korzystne jest polaczenie oczyszczania $ciekow z hodowla komorek

mikroalg, ktérych biomasa moze zosta¢ nastgpnie wykorzystana np. do produkcji
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uzytecznych substancji [131]. Mikroalgi to organizmy o bardzo interesujacym metabolizmie:
mimo, ze wiekszo$é cyjanobakterii uwazanych jest za fotoautotrofy, niektére z nich moga
rosnaé na sposob heterotroficzny i miksotroficzny [217]. Zwigksza to tolerancj¢ 1
elastycznos¢ metabolizmu, dzigki czemu moga rozwijac sic nawet w warunkach silnie

zanieczyszczonych.

3.2 Systematyka

Algi (zaréwno jednokomorkowe mikroalgi jak i wielokomérkowe makroalgi) to
organizmy fotosyntezujace przy udziale chlorofilu oraz innych barwnikéw. Niektore osiagaja
rozmiary ro$lin. Najwczes$niejsze proby klasyfikacji alg oparto na ich barwie - podzielono je
na trzy gléwne grupy: zielone, brunatne oraz czerwone. Obecnie rozrdznia si¢ od czterech do
dziewieciu grup, ktore sklasyfikowano ze wzgledu na sklad sciany komorkowej, roznice w
pigmentacji, rodzaj metabolizmu oraz skladniki zapasowe (skrobia i lipidy), obecnos¢
ruchliwych skladnikow komérki (wici) lub innych elementéw morfologicznych [153]. Ich
systematyka ciagle si¢ zmienia m. in. ze wzglgdu na ogromna réznorodnos¢ oraz dopiero
niedawno rozpoznane charakterystyki chemotaksonomiczne i submikroskopowe [254].

Makroalgi sa zaliczane do krolestwa roslin, natomiast klasyfikacja mikroalg (wsrod
ktorych sa zaroOwno prokariota jak i eukariota) nie zostala jeszcze dobrze zdefiniowana. Nie
rozwigzanym problemem, ktory jest aktualnie tematem ozywionej debaty migdzy
mikrobiologami a botanikami jest umiejscowienie systematyczne niebiesko-zielonych alg,
strukturalnie tak bardzo podobnych do bakterii, ze mikrobiolodzy nazwali je
Cyanobacteriales, podczas gdy botanicy podtrzymuja, Ze potocznie nazywana grupa
,niebiesko-zielonych” (ang. blue-greens) jest zbyt wyrazista by zalicza¢ je do bakterii i
nazwali je Cyanophyta [254], zaliczajac tym samym do krélestwa roslin. Mikroalgi sa
rowniez okreslane jako fotosyntetyczne rosliny nizsze produkujace tlen z wykorzystaniem
wody jako donora elektronow.

Wielu naukowcow obecnie wylacza prokariotyczne Cyanophycae z alg - nazwano je

terminem "cyjanobakterie” wlasnie ze wzgledu na ich prokariotyczna nature [166].

3.3 Spirulina

3.3.1 Charakterystyka ogolna
W XVI w. gdy hiszpafiscy kolonizatorzy zasiedlili Meksyk zaobserwowali, ze zyjacy
w Dolinie Meksykanskiej w stolicy Tenochtitlan Aztekowie zbierali ,,nowa zywno$¢” z

jeziora, ktora opisywali jako niebieskozielone ciasto” nazywane przez lokalnych
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mieszkafncow fecuitlatl [270]. Formalnie jednak Spirulina (Arthrospira) zostata odkryta
dopiero w 1960 r. W raporcie, botanika Jean'a Leonarda, ktory byl cztonkiem francusko-
belgijskiej ekspedycji do Afryki, znajduje si¢ opis niebiesko-zielonego placka”
sprzedawanego na targu w Fort Lamy w Czadzie. Badania wykazaly, ze 6w placek, nazywany
w lokalnym dialekcie dihé, zawieral niebiesko-zielona alge zidentyfikowana pozniej jako
Spirulina, ktora byta konsumowana przez zyjace wokot alkalicznych jezior Czad 1 Niger
plemi¢ Kanembu. Wczesniejsze doniesienia z 1940 r. dotyczace zastosowania dihé przeszty w
sposob niezauwazony [270].

W czasie, kiedy Leonard odkryl Spirulina w Afryce, Institut Francais du Pétrole
otrzymal zlecenie od firmy Sosa Texcoco na zbadanie zakwitu alg, pozostajacego po
odparowaniu wody z jeziora niedaleko Mexico City, przy produkcji wodoroweglanu sodu.
Jako rezultat, powstala pierwsza systematyczna i szczegétowa praca poswigcona Wzrostowi 1
fizjologii Spirulina, bedaca czg¢écia rozprawy doktorskiej Zarrouk'a [312], ktora dotyczyla
pierwszych zakladow produkujacych biomas¢ Spirulina na skale przemystowa. W chwili
obecnej to pionierskie opracowanie jest najczesciej cytowana, podstawowa — pozycja
poswigcona Spirulina [270].

3.3.2 Morfologia, ultrastruktura i taksonomia

Spirulina jest uwazana za wazna przemystowo, nitkowata mikroalge zaliczana do
cyjanobakterii. Roczng produkcje w stawach hodowlanych szacuje si¢ na ponad 3000 ton -
najwigcej sposrod wszystkich mikroalg [236]. Jest planktoniczng nitkowata cyjanobakteria
zasiedlajaca masowo tropikalne i subtropikalne akweny wodne charakteryzujace si¢ wysoka
zawartoscia weglanow i wodoroweglandow (wysokie pH) [313, 270].
- Morfologia: Charakterystyczna cecha morfologiczng jest uklad wielokomérkowych
cylindrycznych trichoméw zwinigtych w otwarta lewoskretng helise. Sciana komérkowa jest
usytuowana poprzecznie. Grubos$¢ trichomow to 6-16 pm [270]. Pod mikroskopem $wietlnym
widoczne sg niebiesko-zielone nie tworzace heterocyst filamenty, zbudowane z komorek
wegetatywnych, ktore podlegaja podzialowi prostemu w jednej plaszczyznie. Podziat
przebiega na drodze fragmentacji: peknigcie trichomu jest poprzeczne. Necridia (komoérki
macierzyste) zachowuja si¢ jak wyspecjalizowane komorki, pozwalajac na transkomérkowe
peknigcie trichomu, z utworzeniem krétszych segmentdéw lub /hormogonii. Komérki
hormogonii podlegaja procesowi powigkszania i dojrzewania, zgodnie z cyklem TOZWOjowym
(Rys. 3.3.1) [270].

Dojrzate trichomy rozrywaja si¢ na kilka kawatkéw poprzez formowanie

wyspecjalizowanych komérek (necridiow), ktore podlegaja lizie dajac poczatek dwuwklestym
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separacyjnym dyskom. Fragmentacja trichomu w necridiach powoduje powstanie
$lizgajacych si¢ krotkich tancuchéw (zbudowanych z dwoch lub czterech komorek),
hormogonii ktére dadza poczatek nowemu trichomowi. Komoérki w hormogonium traca
dotaczone czesci komorek necridialnych, stajac si¢ zaokraglone na koncach dystalnych przy
niewielkim pogrubieniu $cian. Podczas tego procesu cytoplazma staje si¢ mniej granulowana
a komorki ulegaja zabarwieniu na jasno niebiesko-zielony kolor. W tym procesie trichom
wydluza si¢ i osiaga typowy helikalny ksztatt. Przypadkowe ale spontaniczne peknigcie
trichomow lacznie z utworzeniem necridiow zapewnia wzrost organizmu [120].

- Ultrastruktura: Jednostka strukturalng Spirulina jest filament, komorka lub skiadajacy si¢
tylko z komoérek wegetatywnych trichom. Wewngtrzna organizacja komorki jest taka jak u
prokariota, ale strukturalnie bardziej skomplikowana niz u wigkszosci bakterii. Komoérka
sktada si¢ z rejonu centralnego (centroplazma, nukleoplazma) bogatego w kwasy nukleinowe,
rejonu peryferyjnego (chromoplazma) zawierajacego fotosyntetyczne membrany tylakoidalne
oraz wiele inkluzji i warstw zbudowanych z plazmalemmy [165]. Komorka wykazuje otoczke
charakterystyczna dla $ciany komorkowej bakterii gram-ujemnych. Trichomy sa otoczone

cienka ostonka, posiadajaca wioknista, usieciowang strukture [219, 270].
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Wielowarstwowa $ciana komorkowa jest cienka (ok. 40-60 nm), porowata, zbudowana
z peptydoglikanu (Rys. 3.3.2). Pod warstwa $ciany komorkowej znajduje si¢ otaczajaca
cytoplazme blona komoérkowa, bogata w subkomorkowe inkluzje, typowe dla cyjanobakterii.
Sklad $ciany komodrkowej niebieskozielonych alg przypomina $ciang bakterii: zawiera
pektyng, mureing, kwas muraminowy oraz kwasy a,e-diaminopimelinowe. W $cianie
komoérkowej znajduja si¢ pory, dzigki czemu pozwalajaca czasteczki i jony moga swobodnie
ja przenika¢ [68]. Regularnie rozmieszczone warstwy Sciany komorkowej dziela trichom na
komorki, potaczone plazmodesmq. Jest odporna na dziatanie szkodliwych substancji
wchodzacych do komorki [186, 190].
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W peryferyjnym rejonie komorki jest cytoplazma wypelniona gitownie granulkami
poliglukanu oraz wakuolami gazowymi. Znajduja si¢ tu réwniez granule osmiofilowe, fibryle
oraz kropelki lipidow. Tylakoidy sa ulozone rownolegle i sa powigzane z fikobilisomami. W
centralnym rejonie cytoplazmy znajduja si¢ karboksysomy oraz ciata cylindryczne [120].

Sktadniki $ciany komorkowej prawdopodobnie odgrywaja istotna role w wiazaniu

kationdw metalu. Stosunek grup kwasowych peptydoglikanu do zasadowych obecnych na
powierzchni komérek wykazuje, przewage grup stabo kwasnych, a zatem w pH obojetnym
grupy funkcyjne na powierzchni komoérek Spirulina powinny wykazywaé tendencje do
wigzania obecnych w roztworze kationdéw [44].
- Taksonomia: Wedtug oficjalnej terminologii mikrobiologicznej (klasyfikacja wg Gibbons'a i
Murray'a) (Rys. 3.3.3) [133] Spirulina sp. jest zaliczana do klasy tlenowych bakterii
fototroficznych, do rzedu sinic (Cyanobacteriales), podrzedu Oscillatoriales - formy
nitkowate nie tworzace heterocyst. Natomiast zwyczajowo, jest okre§lana mianem
~niebieskozielonych glonéw”. Istnieje wiele nieporozumien i kontrowersji zwigzanych z
nazewnictwem i klasyfikacja Spirulina zarbwno w jezyku polskim jak i angielskim.

Sinice (tlenowe bakterie fototroficzne) zalicza sie wraz z bakteriami do Schizophyta. Z.
powodu jednak cech fizjologicznych wspélnych z ro$linami zielonymi wlaczono je réwniez
do krolestwa roslin jako glony niebieskozielone i traktowano zgodnie z zasadami

taksonomicznymi stosowanymi przez botanikow [72 117, 249]

Gracilicutes  Firmicutes Tenenicutes Mendosicutes
\\\ klasy
S T \
Ancxyphotobacteria OXYPHOTOBACTERIA Scotobacteria Myxob jae Spirochaetae Chiamy Beggiatoae
rzedy T ——
Prochlorales Cyanobacteriales
podrzedy o
arzedy

Gleocapsales Dermocarpales Osciltatoriales Nostocales Stegonematales

7 wg Gibbons'a i Murray'a

Rys. 3.3.3
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si¢ terminu cyanobacteria Spirulina, mimo ze jest to zgodne z oficjalna klasyfikacja
mikrobiologiczna. Wiaze si¢ to prawdopodobnie z kojarzeniem wigkszosci cyjanobakterii z
organizmami produkujacymi substancjc toksyczne, ktérych Spirulina, jako nieliczna sposrod
cyjanobakterii nie wytwarza, dzigki czemu moze byé spozywana przez czlowieka oraz
stosowana w procesach oczyszczania $ciekow. W niniejszej pracy terminy okre$lajace

Spirulina: cyjanobakteria, mikroalga oraz niebiesko-zielony glon beda stosowane zamiennie.

3.4 Metabolizm mikroalg

3.4.1 Pojecia podstawowe

Kompleksowo$¢ i nietad panujacy w terminologii troficznej alg wystepuje ze wzgledu
na nakladanie si¢ wielu rodzajéow metabolizmu oraz mozliwo$¢ zmiany metabolizmu w
odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe [120, 192]. Wsrod alg rozréznia sig trzy gléwne formy
odzywiania: autotrofia (lub /itotrofia (od greckiego lithos - kamien, trophein - pozywienie)),
heterotrofia (od greckiego heteros - inny) oraz miksotrofia (Rys. 3.4.1, Tabela 3.4.1).
Dodatkowo, kazda z form metabolizmu podzielono na podgrupy [120].
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iy, o4, 179-182, 292, 307, 315, 316} Heterowotia, fub skiadajaca sic z autotrodii i
heterotrotit miksotrofia, nie jest cechg wszystkich cyjanobakterit, a jedymnic kitku SZCZEPOW. U
nickeorych gatunkéw nukroalg mctabolizm wogla moze sic zmiemiad: od autotroii do
hetcrowrotit  oprerajac Si¢ na  zdolnmosciach alg, fotoawtotroficznyeh z natary, do
wykorzystywanma zarowno wogha ze Zrédet nicorganicznych jak t orgamicznych. Ta
elastycznose - zdoinos¢ do przestawiania metabotizng z autotroficznego ma ieterotroficzny
wskazuje ma wysokie zdotnosei adaptacyjne (Rys. 3.4.1) {13} oraz moztiwos¢ reakeyi ma

warunki srodowiskowe.
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Tabela 3.4.1

Podstawowa charakterystyka metabolizméw
AUTOTROFIA (samozywnos¢) synteza prostych zwiazkow organicznych (weglowodanow) z asymilowanego
dwutlenku wegla przy udziale energii pochodzacej z fotosyntezy (energii $wietlnej przeksztalconej w energi¢
wiazaf chemicznych) lub chemosyntezy (energia reakcji chemicznych) przez organizmy roslinne (takze niektore
bakterie) [198]. Fotoautotrofia (fotolitotrofia) to wzrost na swietle z wykorzystaniem CO, jako jedynego zrodia
wegla do syntezy materialu komorkowego. Energia do wzrostu pochodzi tylko ze $wiatla [192].
HETEROTROFIA (heterotrofizm, cudzozywnos$¢) to odzywianie substancja organiczng (np. glukoza)
wykorzystywang do prowadzenia wiasnych procesow zyciowych, np. pobieranie materii innych organizmow
zywych [198]. Substrat organiczny jest wykorzystywany jako zrodio energii i wegla. U mikroalg zdarza sig, ze
wzrost jest mozliwy w catkowitej ciemnosci (np. Chlorella). Jednak w niektorych przypadkach swiatlo jest
wymagane do asymilacji substratu, cho¢ przy natgzeniu $wiatla znacznie nizszym od tego, ktory podtrzymuje
wzrost fotoautotroficzny [192].
MIKSOTROFIA (fotolitotroficzna (fotoautotroficzna) heterotrofia) - wzrost na $wietle w obecnosci CO,, ale z
dodatkowym substratem organicznym, ktory jest fotometabolizawony podczas wzrostu [192]. Fotoheterotrofia
(fotoorganotrofia=fotoasymilacja=fotometabolizm) - pojecie to odnosi si¢ do rodzaju metabolizmu, w ktorym
wykorzystywaniu zwiazkOw organicznych (jako zrodla wegla) towarzyszy korzystanie z energii $wiatfa [120].

Mikroalgi fotoautotroficzne wykorzystuja swiatlo jako jedyne zrodio energii do
rozktadu czasteczek wody. Energia wyprodukowana w tej reakcji jest wykorzystywana do
wiazania (redukcji) dwutlenku wegla. W warunkach heterotroficznych energia wymagana do
wzrostu jest dostarczana w procesie oddychania z wykorzystaniem organicznego zrodla wegla
jako substratu. W tych dwoch przypadkach wykorzystywane sa rozne zrodla energii, operujac
na wyraznie innych procesach metabolicznych. W warunkach miksotroficznych oba procesy
zachodza rownoczes$nie.

3.4.2 Fotoautototrofia - fototosynteza

Fotosynteza jest definiowana jako ,synteza z pomoca $wiatta” [101, 165, 254], a
organizmy ja przeprowadzajace okreslane sa terminem fofoautotrofy. Jest to proces
metaboliczny dzigki ktéremu organizmy fotoautotroficzne np. bakterie fotosyntetyczne,
cyjanobakterie i rosliny wyzsze konwertuja energi¢ Swietlng w energi¢ zmagazynowana w
zwiazkach chemicznych w postaci m.in. wgglowodanow w cyklu Calvina [303] - energi¢
dostepna dla funkcji metabolicznych organizmoéw zywych [293]. Zatem, fotosynteza generuje
powstanie materii organicznej z materialdw nieorganicznych (CO, 1 H,0), produkujac
jednoczesénie tlen. Miejscem zachodzenia reakcji fotosyntetycznej sa blony tylakoidalne.
Wydajnos¢ wykorzystania energii $wietlnej (w stosunku do energii dostarczonej) jest niska -
zaledwie 5 %. Wigkszos$¢ energii jest tracona w postaci ciepla lub jest reemitowana jako
fluorescencja [165]. Ogo6lne réwnanie reakcji zachodzacej podczas fotosyntezy jest
nastepujace [198]: CO, +2H,0—2>[CH,0]1+ H,0 + O, +2872kJ

Energia $wietlna jest pochlaniana przez pigmenty fotosyntetyczne: chlorofil,
fikocyjanobiliny, karotenoidy i in. [186], dzigki ktorym rosliny wykorzystuja promieniowanie
stoneczne w zakresie 400-740 nm (PAR - promieniowanie aktywne fotosyntetycznie).

Najwazniejszym barwnikiem asymilacyjnym jest chlorofil a, pochfaniajacy $wiatlo fioletowe
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i niebieskie oraz niebieskie i pomarafnczowe. Czasteczki chlorofilu sa ulozone w
fotosystemach (PSI oraz PSII) i zachowuja si¢ jak anteny przekazujace energi¢ do centrow
fotosystcmw. W kazdym fotosystemic znajduje si¢ kilkaset czasteczek chlorofilu, w ktérych
wystepuja podwdjne wiazania, z ktorych elektrony sa wybijane jako skutek absorpcji
fotonéw. Gdy czasteczka chlorofilu zaabsorbuje $wiatlo, zostaje wzbudzona. Moze straci¢
swoja energi¢ poprzez przekazanie jej na inna czasteczke chlorofilu. Energia ta jest
przekazywana dalej, az do specjalnej czasteczki chlorofilu (P680) w centrum reakcji PSIL
Gdy czasteczka ta zostaje wzbudzona, traci elektron, ktory przemieszcza si¢ do
fotosyntetycznego fancucha transportu elektronéw (cytochromy - zestaw bialek 1 innych
zwiazkow chemicznych) [101, 254].

W przebiegu fotosyntezy wyrdznia si¢ dwie

fazy (Rys. 3.4.2):

1) faze jasnq (absorpcja energii Swietlnej
[198, 221], energia stoneczna

pochtaniana jest przez chlorofil -

. H,0
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Jasna i ciemna faza procesu fotosyntezy zgromadzonej w ATP i jest zasilany

energia z fazy jasnej [221]).
Z fotosynteza zwiazany jest réwniez proces odwrotny: oddychanie, czyli powolne

spalanie materii organicznej z wytworzeniem wody i CO, oraz uwolnieniem energii
chemicznej w postaci ciepla oraz wysokoenergetycznych wigzan fosforanowych [204, 205].
Przewaga fotosyntezy nad oddychaniem pozwala na wzrost organizmow fotosyntetycznych
oraz magazynowanie energii $wietlnej [293].
3.4.3 Heterotrofia i miksotrofia

Tlenowy wzrost heterotroficzny potwierdzono do$wiadczalnie u co najmniej 4
fotosyntezujacych szczepéw jednokomoérkowych niebiesko-zielonych alg:  Chlorella,
Scendesmus, Haematococcus, Spirulina [17-182, 292], gdzie jako zwiazek organiczny
wykorzystano glukozg, pepton lub octan. W warunkach heterotroficznych komérki mikroalg
nie korzystaja ze $wiatla: rosna w ciemnosci. Energia do wzrostu pochodzi wowczas z
oddychania z wykorzystaniem wegla organicznego jako substratu. Wzrost heterotroficzny
Spirulina sp. zaobserwowal jedynie Marquez [179-182]. W przypadku miksotrofii natomiast

zachodza jednoczesnie dwa procesy o zupelnie innej naturze (autotrofia - fotosynteza i
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heterotrofia-oddychanie) [27, 28, 96-98, 112, 179-182, 200, 201, 238, 292]. Miksotrof to
organizm czerpigcy energi¢ zarowno ze zrédet organicznych jak i nieorganicznych (np.
glukoza + wiazanie wegla na drodze fotosyntezy), a wigc jest polaczeniem procesow
heterotrofii i autotrofii u tego samego organizmu [111].
W literaturze rozréznia sie trzy formy miksotrofii [111]:
1. fagotrofy - organizmy ktorym $wiatto jest niezbedne do wzrostu, ale mogace wspomaga¢ odzywianie
heterotrofia
2. fotosyntezujgce fagotrofy - heterotrofy, ktore przy braku substratu organicznego prowadza fotosynteze
3. miksotrofy wlasciwe - heterotrofy lub autotrofy w zaleznosci od stosunku stezenia substratu organicznego
do natezenia Swiatla

Typowe stezenia Spirulina (podobnie jak szybko$¢ namnazania biomasy osiggane w
hodowli fotoautotroficznej) sa bardzo niskie: 0.4-0.6 g/dm’ [225]. Generuje to konieczno$¢
stosowania olbrzymich stawéw do hodowli mikroalg w trybie ciaglym, w celu osiagnigcia
wymaganych dlugich czasow przebywania. Wykorzystanie alternatywnego, organicznego
zrodta wegla jest szansa na zwigkszenie szybkosci przyrostu i stgzen biomasy.

Wiekszos¢ prac poswieconych hetero- i miksotrofii u mikroalg to prace pionierskie o
charakterze raczej potilosciowym. Znajduja si¢ tam jedynie informacje o stymulujacym
wplywie organicznego zrodta wegla na koncowe stezenie komorek. Marquez i in. [179-182],
Chen i in. [27, 28, 111] oraz Ogawa i Terui [199] wykazali, ze Spirulina moze
wykorzystywaé glukoze jako zrodto wegla organicznego [294]. Zaobserwowano, ze przy
wzroscie miksotroficznym specyficzna szybko$¢ wzrostu oraz koficowe st¢zenie komorek sa
wyzsze niz w hodowli autotroficznej [179-182, 109, 119, 292, 293]. Prowadzono hodowl¢ na
pozywce wzbogaconej w glukozg¢ zawierajaca izotop “C przez 80 h. Glukoza zostata
catkowicie skonsumowana. 50 % izotopu '*C zostalo wbudowane w biomase, pozostata ilosé
zostala wydzielona w postaci CO, [120]. Réwniez doswiadczenia Chen’a 1 in. [27, 28]
wykazaly, ze dodatek glukozy oraz octanu do pozywki powodowal zwigkszenie szybkosci
wzrostu. Najwyzsza specyficzng szybko$¢ wzrostu oraz stg¢zenie komorek uzyskano w
hodowli na glukozie przy stezeniu 2,5 g/dm’ (temperatura hodowli 30 °C) [27, 28]. Przy
natgzeniu $wiatta powyzej 12,4 W/m® zaobserwowano efekt fotoinhibicji. Po zmniejszeniu
natezenia $wiatta do 6,2 W/m’ odpowiednie stezenie glukozy do produkcji biomasy
przesunglo si¢ z 2,5 do 5,0 g/dm’ [27, 28]. Zjawisko to wyjasniono w oparciu 0 mechanizm
metabolizmu. W hodowli miksotroficznej, fotosynteza oraz oksydacyjny metabolizm glukozy
zachodza jednoczesnie [179-182]. Przy stosunkowo wysokim natg¢zeniu $wiatla fotosynteza

moze jednak dominowa¢, natomiast przy niskim natezZeniu $wiatla oksydacyjny metabolizm
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glukozy powinien przewaza¢. Wielu autorow stwierdzito, ze warunki miksotroficzne
(hodowla na $wietle i przy obecnosci substratu organicznego) stymuluja wzrost, wykazujac ze
produktywno$¢ biomasy w warunkach miksotroficznych byta ok. 2 krotnie wyzsza niz w
autotroficznych, z jednoczesnym dwukrotnym zwigkszeniem specyficznej szybkosci wzrostu
(p) [179, 292] - hodowla miksotroficzna umozliwia bowiem uzyskanie wyzszych koncowych
stezeh komorek. W takim procesie zardwno organiczne zrédto wegla jak i energia $wietlna sa
jednoczesnie dostarczane do fotobioreaktora. Szybkos¢ wzrostu w hodowli miksotroficzne;
zalezy co prawda od natezenia $wiatla, ale jest znacznie mniej wrazliwa na jego brak lub zbyt
duze natezenie [292]: efekt fotoinhibicji (zazwyczaj obserwowany przy natg¢zeniu $wiatia
powyzej 60 W/m?) [33-36] jest stabiej zauwazalny [13].

Problemem aktualnie dyskutowanym w literaturze jest czy auto- i heterotrofia
sktadajace si¢ na miksotrofi¢, dzialaja niezaleznie, czy wplywaja na siebie, czy moze istniejg
oddzielne komorki auto- i heterotroficzne w hodowli miksotroficznej. Badania nad
metabolizmem miksotroficznym Spirulina sp. prowadzil najintensywniej Marquez, wedlug
ktorego miksotrofia jest prosta suma metabolizmu autotroficznego i heterotroficznego [179-
182]. Jezeli catkowita wydajnos¢ wzrostu Spirulina w hodowli miksotroficznej to suma
udzialow wzrostu autotroficznego na $wietle oraz heterotroficznego w ciemnosci [180],
mozna przypuszczaé, ze aktywno$¢ fotosyntetyczna oraz zalezna od organicznego wegla
aktywnos¢ oddechowa dzialaja niezaleznie w tych komorkach. Zaobserwowano
morfologiczne zmiany indukowane u Spirulina wyhodowanej miksotroficznie [109], ale
niewiele wiadomo o zmianach wywolanych przez wzrost miksotroficzny na aktywnos¢
fotosyntetyczna oraz reakcj¢ na $wiatto [120]. Vonskak [292] nie zgadza si¢ z hipoteza
Marquez’a [179-182]. Wedlug niego autotrofia i heterotrofia maja wspolny lacznik, a
mianowicie skladniki lancucha transportu elektronéw fotosyntezy sa dzielone z oddechowym
fancuchem transportu elektronéw (kompleks cytochromu bé6f). Dane prezentowane przez
Vonshak’a [292] wykazaly, ze komorki miksotroficzne potrzebuja mniej $wiatta do wzrostu.
Zatem wydajno$¢ wzrostu w stosunku do wykorzystania $wiatla jest wyzsza w hodowli
miksotroficznej, réwniez specyficzna szybko$¢ wzrostu oraz maksymalne st¢zenie biomasy
ulegly wysyceniu przy nizszym nat¢zeniu $wiatta niz hodowla autotroficzna.

Stezenie biomasy oraz pigmentow fotosyntetycznych dla wzrostu miksotroficznego sa
1,5-2-krotnie wyzsze w poréwnaniu do hodowli fotoautotroficznej. Jednak zawartosé
pigmentéw w biomasie mikroalg miksotroficznych byla prawie identyczna jak u
fotouatotroficznych [179]. Marquez [182] opublikowal prace dotyczaca okreélenia
wydajnosci bioenergetycznej z wykorzystaniem hodowli ciaglej w warunkach autotroficznych
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i miksotroficznych wykazujac, ze przy kazdej szybko$ci rozcienczania hodowla
miksotroficzna miata wieksza wydajno$é bioenergetyczna. Zmiany w zawartosci pigmentow
w obu hodowlach byly lepiej skorelowane z natezeniem $wiatta niz ze sposobem dostarczania
zrodta wegla.

Ze wzgledu na obecno$¢ zwiazku organicznego, ktory moze stuzy¢ jako donor
clektronow, mozna si¢ spodziewaé reakcji denitryfikacji (redukcja azotanéw do azotu
molekularnego), ktéra normalnie towarzyszy wzrostowi heterotroficznemu. Taka hipoteza
wymaga¢ bedzie jednak doktadnej weryfikacji doswiadczalnej.

3.4.4 Stechiometria wzrostu mikroalg
W kazdym z rozpatrywanych metabolizméw stechiometria wzrostu jest inna.

Uproszczone réwnania stechiometryczne wzrostu mikroalg przedstawiaja si¢ nastepujaco:

Tabela 3.4.2
Stechiometria wzrostu Spirulina w metabolizmie auto-, hetero- i miksotroficznym
metabolizm rownanie stechiometryczne
autotroficzny aNO3- +(0.5p+0.5a) H2O + HCO3- ., CHpOnNa +(0.25p-0.25a-0.5n+1)02 + (h+1) OH-
heterotroficzny aNO3- + (1+a) CH20 +(0.25p+025a+0.5n) 02 - CHpOnNa + a HCO3+(0.5p+0.5a+1)H,0

hv
miksotroficzny aNO3- + (1-d) CH20 + (0.5+0.5n-0.5p-1.5d) 02 +d HCO;” ——> CHpOnNja + (2-d-p) OH

gdy d>0 i p+3d-n>1 wowczas w metabolizmie dominuje autotrofia, w przeciwnym przypadku: heterotrofia

Podczas wzrostu autotroficznego nastepuje alkalizacja Srodowiska gtéwnie ze wzgledu

na konsumpcje gazowego dwutlenku wegla przez komorki (HCO; <> CO, +OH™). W

przypadku heterotrofii pozywka jest zakwaszana na skutek produkcji CO,
(CO, + H,0 <> HCO; + H"). W hodowli miksotroficznej pH powinno by¢ wzglednie stale.

W przypadku gdy zrodlem azotu jest mocznik, a zrédtem wegla wodoroweglan,
réwnanie bilansu chemicznego wzrostu alg przedstawia si¢ nast¢pujaco [155]:
0.5aN;H,CO + (0.5p-0.52)H;0 + (1-0.52)HCO;” —2—> CH,O,N, + (1-0.5n-0.25p-1.752)0; + (0.5-0.5a)OH"
Gdy zrodtem azotu jest amoniak, rdwnanie chemiczne bilansu masy ma postac [188]:
aNH; + (0.5p-1.52)H,0 + HCO;' —2— CH,O,N, + (0.25p-0.75a-0.5n+1)0, + OH'
Gdy zrodlem azotu sa azotany, nalezy wykorzysta¢ energi¢ do przeksztalcenia azotu
azotanowego w azot amonowy, ktory w takiej postaci jest obecny w biomasie [226]:
aNO; + (0.5p+0.52)H,0 + HCO; —— CH,O,N, + (1.25a+0.25p-0.5n+1)0; + (1+a) OH
W hodowli Spirulina sp. zalecane jest jednak stosowane azotu azotanowego jako zrodia

azotu, gdyz minimalizuje to ryzyko zakazenia hodowli.
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4. HODOWLA BIOMASY

Zaréwno przy rozwazaniu procesu biosorpcji, jak i bioakumulacji niezbgdne jest
przeprowadzenie prac nad hodowla biomasy: w biosorpcji wykorzystuje si¢ uprzednio
wyhodowane komérki, natomiast w bioakumulacji przebiega usuwanie jonéw metali podczas

hodowli.

4.1 Czynniki wplywajace na wzrost

W hodowli mikroalg wazne jest zapewnienie odpowiednio krétkiej drogi penetracji
$wiatla (nie przekraczajacej 30 cm), niskiej gestosci populacyi, odpowiedniej szybkosci
mieszania oraz odpowiedniego, jednorodnego natezenia $wiatta z dobranym fotoperiodem
[170, 171].
4.1.1 Swiatlo

Bez watpienia, $wiatlo jest najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na wzrost
organizméw fotosyntezujacych, jest glownym czynnikiem limitujacym oraz giownym
zrodtem energii. Wigkszos$¢ prac poswigconych hodowli Spirulina dotyczy wptywu $wiatla na
szybko$¢ wzrostu w warunkach fotoautotroficznych. Pierwsza szczegbtowa praca w tym
zakresie zostala przeprowadzona przez Zarrouk'a w 1966 r. [312]. Badacz ten wyznaczyt
krytyczne natg¢zenie $wiatta (/=72 W/m?) powyzej ktorego, dalsze zwigkszanie jego natezenia
nic bedzie powodowal zwigkszenia szybko$ci wzrostu. Natomiast w badaniach
przeprowadzonych przez Vonshak'a krytyczne natgzenie Swiatla to 38 W/m’. Stanowi to ok.
10-15 % natezenia $wiatla stonecznego w zakresie 400-700 nm (w poludnie podczas
przesilenia wiosennego w stoneczny dzien 45°N) [234, 294]. Inni badacze podaja, ze
natezenie padajacego $wiatla powinno by¢ mniejsze niz 100 W/m? [241].

Nate¢zenie $wiatla powinno by¢ dostosowane do gatunku mikroalg i fotobioreaktora.
Zbyt niskie powoduje zmniejszenie wydajnosci biosyntezy ze wzgledu na obnizZenie jej
szybkosci. Z drugiej strony, fotoutlenianie i fotoinhibicja powoduja znacznie wigksze
spustoszenie niz niedobor $wiatla, ze wzgledu na uszkodzenie komoérek. Réwniez wahania w
dziennym natgzeniu $wiatla nie powinny by¢ znaczne. Dodatkowo, nat¢zenie swiatta powinno
byc¢ ustalone, gdyz algi potrzebuja okresu adaptacji do nowych warunkéow $wietlnych, ktorego
dtugos¢ zalezy od gatunku alg i zwykle wynosi ok. kilka godzin. Ze wzglgdu na ograniczony
dostep swiatla 1 efekt tzw. samozacieniania, st¢zenie komdrek w hodowli jest niskie i zwykle
nie przekracza w komercyjnych fotoautotroficznych stawach hodowlanych 400-600 mg/dm’
[220].
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7Zaobserwowano istnienie zwiazku pomiedzy natgzeniem S$wiatla 1 temperatura:
podwyzszenie temperatury powoduje wzrost wartosci krytycznego nat¢zenia swiatla procesu
fotosyntezy [278]. Dla wigkszosci alg temperatura ma najwigkszy wplyw na metabolizm
oddychania w ciemnosci. Dla wigkszosci szczepOw hodowanych przemystowo w otwartych
zbiornikach wazne sa dobowe wahania temperatury oraz natg¢zenia $wiatla. Temperatura
hodowli ma réwniez wptyw na sklad chemiczny komorek alg [256]. Badania przeprowadzone
w ostatnich latach wykazaly, ze podwyzszona temperatura, w polaczeniu z warunkami stresu
chemicznego, zwigksza zdolnoci biosorpeyjne [293]. Natomiast utrzymywanie temperatury
hodowli na statym poziomie 35 °C umozliwi utrzymanie statej, duzej wydajnosci produkcji
[293].

W polskich warunkach klimatycznych hodowla Spirulina w otwartych zbiornikach
wydaje si¢ niemozliwa. Konieczne bedzie zatem konstruowanie —termostatowanych
fotobioreaktorow. Wykorzystanie np. energii geotermalnej (jesli to mozliwe stonecznej) lub
ciepta nadmiarowego z zakladow przemystowych do podgrzania stawéw hodowlanych do
odpowiedniej temperatury wzrostu polepszy parametry ekonomiczne procesu.

Mieszanie ma znaczenie dla rownomiernej dystrybucji swiatta w hodowli. Gdy jest
niewystarczajace, komorki znajdujace si¢ w poblizu zZrédia $wiatla sa narazone na
fotoinhibicje, natomiast komorki znajdujace si¢ daleko sa catkowicie jego pozbawione. W tej
sytuacji pomimo zapewnienia odpowiedniego do wzrostu S$redniego natg¢zenia S$wiatla,
warunki $wietlne w reaktorze beda niekorzystne. Zbyt intensywne mieszanie moze jednak
spowodowa¢ rozbicie komorek, szczegolnie w przypadku hodowli alg nitkowatych, do
ktorych nalezy Spirulina. Maja one wigksza tendencj¢ do rozbijania i do wylewania
biatkowych sktadnikow komoérkowych do medium wzrostowego.

Aparat fotosyntetyczny nie tylko wykorzystuje $wiatlo, ale rowniez moze zostac przez
nie zniszczony. Proces inaktywacji fotosyntezy (fotoinhibicja) jest definiowany jako utrata
pojemnosci fotosyntetycznej jako skutek zniszczenia komdrek przez zbyt duza gestosc
strumienia fotondw, nadmiernego w stosunku do poziomu wymaganego do fotosyntezy [87,
115]. Fotoinhibicja zostala dobrze zbadana i jest szeroko udokumentowana dla alg i roslin
wyzszych [53, 95, 290]. Objawia si¢ ostabieniem procesow fotosyntetycznych czego
konsekwencja jest zmniejszenie wydajnosci przyrostu biomasy, a w skrajnych przypadkach
obumarciem calej hodowli [226]. Przebiega przy supra-optymalnym natezeniu $wiatla,
prowadzac do destrukcji pigmentow fotosyntetycznych. Zjawisko fotoinhibicji w
laboratoryjnych hodowlach Spirulina zostato po raz pierwszy zbadane przez Kaplan'a [119],

ktory zaobserwowal obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej przy wyeksponowaniu komodrek
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Spirulina na wysokie natgzenie $wiatta przy jednoczesnym deficycie dwutlenku wegla.
Wowczas obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej nastgpowato jako skutek akumulacji H,O,
[294]. Rezultatem tego jest nadmierne utlenianie $wiattozalezne (fotoutlenianie) komorek
[213], ktére wystepuje najczesciej po lag fazie [226]. Fotoinhibicja wystepuje gdy nadmiar
energii $wietlnej powoduje, ze tancuch transportu elektronow staje si¢ przeciazony lub gdy w
srodowisku nie wystepuje CO,, ktéry moze ulec asymilacji (gdy absorpcja $wiatta nadal
przebiega) [257, 263]. Wowczas wzbudzona czasteczka chlorofilu traci wzbudzony elektron
w reakcji chemicznej z tlenem. Powstaja wysoko reaktywne rodniki tlenowe (np.
nadtlenkowy: O,*), ktore atakuja skiadniki komorkowe: nastgpuje zniszczenie aparatu
fotosyntetycznego oraz catej komorki [221, 261].

Na Rys. 4.1.1 [98] przedstawiono wplyw natezenia $wiatta na specyficzng szybkosc
wzrostu komorek fotoautotroficznych. W celu zapewnienia odpowiedniego natezenia Swiatla
wszystkim komérkom, jego natezenie w reaktorze powinno by¢ jednorodne. Moze to

zapewni¢ pelne przemieszanie oraz krétka droga penetracji Swiatta [200].
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Rys. 4.1.1
i Wplyw natezenia $wiatta na hodowle fotoautotroficzng mikroalg [98]
4.1.2 Zrodto wegla

Komorki Spirulina sp. jako miksotrofy moga wykorzystywa¢ nieorganiczne (CO,) lub
organiczne (np. glukoza) zrodlo wegla. Wszystkie organizmy fotosyntezujace asymilujg CO,,
z jednoczesng produkcja O,. Nieorganiczne zrodlo wegla mozna dostarcza¢ zarowno w
postaci CO, jak i HCOj5;™. CO; jest obecny w powietrzu, ale jego st¢zenie jest zbyt niskie (0,03
%) by na drodze absorpcji moglo zapewni¢ odpowiedni poziom wegla nieorganicznego
hodowli mikroalg. W zwiazku z tym stosuje si¢ powietrze wzbogacone w CO, (1 %) lub
dodanie wodoroweglanu do pozywki [120].

W zaleznosci od pH obserwuje si¢ dominacje roznych form w roztworze

zawierajacym weglany: CO, (pH kwasne), HCO; (pH obojetne), CO5* (pH alkaliczne) [96,
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112]. Podczas hodowli, pH pozywki zmienia si¢ [223-225, 227, 270], m.in. na skutek
wprowadzania do komérek gazowego CO, z wodorowgglanéw: HCO; <> CO, + OH " czemu

towarzyszy alkalizacja $rodowiska [233]. Odpowiednie pH wzrostu Spirulina jest alkaliczne,
co jednoczesnie minimalizuje straty wegla nieorganicznego do atmosfery [96-98].

Komorki Spirulina sa w stanie rosnaé na réznych organicznych zrédiach wegla, ktore
stymuluja wzrost (tryb heterotroficzny lub miksotroficzny). Ogawa i Terui [199] jako pierwsi
opisali wzrost Spirulina na pozywce mineralnej wzbogaconej w 1 % pepton i uzyskali wyzsza
szybko$é wzrostu w fazie logarytmicznej oraz liniowej w pordwnaniu do hodowli na pozywce
minimalnej. Zaobserwowano odpowiednio 1,2-1,3 oraz 1,85-1,93 krotnie zwigkszenie niz
szybkosci wzrostu [294]. Efektywnos¢ wzrostu na peptonie jako jedynym zrodle wegla
organicznego przetestowano w hodowli limitowanej $wiatlem. Glukoza rowniez wplyneta na
wydajno$¢ wzrostu, zas potaczenie 0,1 % peptonu i 0,1 % glukozy spowodowato podwojenie
szybkosci wzrostu w porownaniu do hodowli bez organicznego zrodia wegla [294].

Zwigkszenie szybko$ci wzrostu w obecnosci glukozy sugeruje, ze u mikroalg
Spirulina zachodzi aktywno$¢ oddechowa nawet w obecnosci Swiatla. Aktywnos¢
fotosyntetyczna (produkcja O,) oraz oddechowa (konsumpcja O,) badano w hodowlach na
glukozie w obecnosci lub przy braku 5 mmol/dm’ DCMU (3-(3,4-dichlorofenylo)-
1,dimetylomocznik - inhibitor fotosyntezy). Aktywnos¢ oddechowa wykazala, ze $wiatlo nie
miato wplywu na szybkos$¢ konsumpcji O,, bez wzgledu na obecnos¢ DCMU. W obecnosci
DCMU nie zaobserwowano aktywnosci fotosyntetycznej. Komorki hodowane na sposob
heterotroficzny wykazywaly bardzo obnizona aktywnos$¢ fotosyntetyczng. Prawdopodobnie
dlatego, ze zawarto$¢ pigmentow, takich jak chlorofil a, karotenoidy i fikocyjaniny w
komorkach wystgpowaly w nizszym stezeniu niz w przypadku kultur auto- i
miksotroficznych. Wyniki wykazaly, ze metabolizm miksotroficzny, autotroficzny i
heterotroficzny wystepuja niezaleznie u Spirulina bez interakcji [180]. W ostatniej publikacji
Marquez [179] réwniez sugerowal, ze CO, wyprodukowany na drodze heterotroficznej z
metabolizmu glukozy moze by¢ wykorzystywany fotosyntetycznie, razem z wodoroweglanem
z pozywki wzrostowej [294].

4.1.3 Zrédlo azotu

W hodowli Spirulina zaleca si¢ stosowanie azotu-azotanowego (mimo, ze jest nieco

gorzej przyswajalny niz azot-amonowy), gdyz minimalizuje to ryzyko zakazenia hodowli

innymi mikroorganizmami [144].
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4.1.4 Sktadniki mineralne

Sktad pozywki stosowanej do hodowli alg w celach masowych niekoniecznie bedzie
identyczny ze sktadem pozywki alg hodowanych jako biosorbenty [226, 270]. W przypadku
takiej hodowli stosuje si¢ tansze podtoza, o nizszym stopniu czystosci, gdyz produkt koncowy
nie bedzie przeznaczony dla cztowieka, do uzytku wewngtrznego [163, 270].

Podczas gdy niektore gatunki mikroorganizméw sa w stanie tolerowa¢ stgzenia jonow
(réwniez metali cigzkich) jedynie na poziomie mmol/dm’, algi wykazuja zwigkszona
tolerancje, bedac w stanie rosna¢ rowniez w solankach [223]. Niektore szczepy moga
zaadoptowaé si¢ do wysokiego stezenia lub pewnego typu jonow. Rozwazajac adaptacje w
stosunku do np. chlorku sodu, algi mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy: halotolerancyjne i
halofilne [264]. Pierwsza z tych grup posiada fizjologiczne mechanizmy odpowiedzi, ktore
pozwalaja na egzystencj¢ w wysoko zasolonym medium, natomiast druga wymaga wysokiego
stezenia jonéw w pozywce do wzrostu [120]. Obecnie trwaja intensywne badania nad
adaptacja pewnych alg do wysokiego stgzenia jonéw, m.in. poprzez modyfikacje Sciany
komorkowej, czy wyizolowanie szczepdw odpornych [270].

4.1.5 Inne czynniki wplywajqce na wzrost

Kazdy gatunek mikroalg ma pewne wymagania dotyczace pH, ktére ma istotny wplyw
na dysocjacje soli i kompleksow (m.in. pierwiastkow $ladowych) [120]. Jezeli mikroalgi
posiadaja optimum wzrostowe w pH kwasnym, straty spowodowane ulatnianiem CO, beda
znaczne, natomiast w zasadowym powinny by¢ niewielkie [155]. Mikroalgi Spirulina rosna w
pH alkalicznym: 8-9.5. pH zmienia si¢ w trakcie hodowli: w hodowli autotroficznej ro$nie
(jako skutek konsumpcji CO;), w heterotroficznej maleje (jako skutek produkcji CO,), w
miksotroficznej pozostaje na statym poziomie [144].

Geste monokultury alg produkuja tlen w stezeniu przekraczajacym 35 mg O,/dm’
[223]. Stezenie tlenu osiaga wowczas poziom toksyczny i powoduje reakcje fotoutleniania.
Dlatego, niezbgdne jest zapewnienie odpowiedniej wymiany gazowej, np. poprzez aktywne
przepuszczanie powietrza, w celu desorpcji tlenu. Dodatkowo, intensywne napowietrzanie
powoduje mieszanie oraz dostarcza niezbednego do wzrostu dwutlenku wegla. Inna sytuacja
bedzie zachodzi¢ w metabolizmie heterotroficznym, gdzie O, jest substratem, a CO,
produktem.
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4.2 Model wzrostu

Szybkosé wzrostu Spirulina moze by¢ opisywana w sposob taki jak typowych
mikroorganizmow, poniewaz wzrost przebiega przez podziat prosty komorki (bez etapu
plciowego, czy roznicowania) [15, 71, 294].
4.2.1 Hodowla okresowa
- Modele jednosubstratowe

Zaproponowano wiele modeli opisujacych zalezno$¢ stgzenia substratu limitujacego
wzrost od specyficznej szybkosci wzrostu, np. model Monoda [153-156, 187]

i S (4.2.1)
K;+S

Roéwnanie Monoda najczesciej jest stosowane do opisu szybkosci wzrostu
organizmow heterotroficznych, gdzie substratem limitujacym wzrost jest glukoza. W Tabeli
42.1 przedstawiono przykladowe, literaturowe modele wzrostu mikroorganizmow
fotosyntetycznych (tu: traktuje si¢ natgzenie $wiatla jako substrat, mimo ze nie jest substratem
chemicznym) oraz heterotroficznych. Modele te maja charakter empiryczny - nie wnikajg w
nature opisywanego procesu. W przypadku mikroorganizméw fotosyntetycznych $wiatlo jest
zwyczajowo traktowane w rownaniach jako substrat fizyczny limitujacy wzrost. Liczba
modeli opisujacych wzrost mikroorganizmow jest bardzo duza. Panuje tu duzy chaos i
niekonsekwencja [160-183]. Praktycznie dla kazdego szczepu mikroorganizmu 1 dla danych
warunkow hodowli proponuje si¢ kolejny model [309]. Niektore z tych modeli uwzgledniaja
istnienie zjawiska fotoinhibicji, inne nie. W rownaniach (4.2.2)-(4.2.4) 1 (4.2.7) w Tabeli 4.2.1
nie wzi¢to fotoinhibicji pod uwage, natomiast rownania (4.2.5), (4.2.6) i (4.2.8) uwzglgdniaja
to zjawisko. W réwnaniu (4.2.8) uwzgledniono ponadto, zalezno$¢ u od sredniego (/;,) oraz
padajacego natgzenia $wiatla (Iy). Przykladowo parametry rownania (4.2.10) wyznaczone dla
Spirulina to p,=0.199 h', K=37.6 W/m’, I,=150 W/m’, m=8.07*10°h", a maksymalna
do$wiadczalna specyficzna szybko$é wzrostu wynosita 0.075 h™.
- Modele wielosubstratowe

Wzrost mikroorganizméw moze by¢ jednoczesnie limitowany dwoma lub wiecej
substratami, gdy ich stg¢zenie jest mniejsze od stg¢zen wysycajacych. Zaproponowano [15, 25,
104, 120] modele wzrostu dla dwéch substratéw limitujacych: interakcyjne i nieinterakcyjne.
W przypadku modeli nieinterakcyjnych przyjmuje si¢, ze szybko$¢ wzrostu organizmu moze
by¢ limitowana tylko przez jeden substrat w danej chwili. A zatem szybko$¢ wzrostu jest

rowna najmniejszej szybkosci przewidywanej z oddzielnego, jednosubstratowego modelu
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[120]. Modele interaktywne natomiast zakladaja, ze jesli dwa substraty sa w stezeniach

mniejszych niz stezenia wysycajace, wowczas obydwa maja wplyw na catkowita szybkos¢

wzrostu. Najprostszy przypadek to iloczyn pojedynczych modeli jednosubstratowych.

Stwierdzono, ze u Chlorella peniocystis $wiatto, fosfor i CO, posiadaja interakcje

multiplikatywna [120].

Tabela 4.2.1
Przyktadowe, literaturowe modele wzrostu zaproponowane dla mikroorganizméw

Modele wzrostu zaproponowane dla mikroorganizméw

Modele wzrostu zaproponowane dla pozostalych

7

fotosyntetycznych mikroorganizméw
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W przypadku gdy oba substraty spetniaja rownanie Monoda [15]:

umax
i : 4.2.20
Kinetyka addytywna p= Z( K.+ S (4.2.20)
Kinetyka multiplikatywna p= umH( ) (4.2.21)
K, + S

Jezeli niektore substraty zostaja uznane jako niezbgdne a inne jedynie przyspieszaja wzrost,
mozna zmodyfikowaé powyzsze rownania. Oznaczajac substraty niezbedne jako Sess a te,
ktore przyspieszaja wzrost jako Senn, proponuje si¢ nastgpujace wyrazenie:

- kiSenhi essj
= - 4.2.22
g (umo " ; Kenh,i +S enh,i )(H essj +S ) ( )

ess, j

Pierwszy czlon powyzszego réwnania wskazuje stymulacyjny wplyw substratu
przyspieszajacego wzrost, podczas gdy drugi czlon dotyczy substratu niezbednego do
wzrostu. Symbol im0 okresla maksymalng specyficzna szybkos¢ wzrostu przy nieobecnosci
substratow przyspieszajacych wzrost [120].

- Model hodowli miksotroficznej

Hodowla miksotroficzna to proces limitowany podwojnie: przy niskim natg¢zeniu
$wiatla i/lub niskim stezeniu organicznego zrodta wegla wzrost jest limitowany, przy
wysokim natezeniu $wiatta i/lub wysokim stgzeniu substratu organicznego, wzrost komorek
moze by¢ inhibowany [25-28, 314-316]. Zhang [316] okreslit wzrost w hodowli
miksotrofiznej kinetyka multiplikatywna. Zaréwno do opisu wplywu natgzenia $wiatla, jak i
stezenia glukozy na specyficzng szybko$¢ wzrostu wykorzystal rownanie (4.2.6).
Wyznaczono parametry modelowe dla Swiatla: piy.,=0.0919 h', Kg=3.02 kix, Ki=2.34 kix
oraz dla glukozy: pma=0.142 h', K¢=3.68 g/dm’, K;=1.24 g/dm’. W literaturze fachowej nie
znaleziono przykladu modelowania wzrostu miksotroficznego Spirulina, podczas gdy
zaleznos¢ p(I) autotrofow oraz u(Cg;) heterotrofow jest szeroko dyskutowana. Marquez [179-
182] wnioskowal, ze miksotrofia jest prosta superpozycja auto- i heterotrofii (M=A+H), ale
nie badal wplywu nat¢zenia $swiatla na p. Wedlug niego fotosynteza i utlenianie glukozy
funkcjonuja jednoczesnie. Poczynit [179] wstgpne proby taczac AXy z AX, wspotczynnikiem
proporcjonalnosci a. Zalozyl, ze AXy= AXat+ AXp, AXg=a AXy, AXy= AXa/(1-0). Nie
dyskutuje jednak zaleznosci a od 1.

Jedynie Chen [27] i Vonshak [292] badali wptyw I na puy. W publikacji Vonshak’a
badany zakres nat¢zenia $§wiatta wydaje si¢ by¢ niepelny, natomiast doswiadczenia Chen’a

[27] wskazuja na wystapienie efektu fotoinhibicji przy zaskakujaco niskich I (16 W/m?) -
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trudno zgodzi¢ si¢ z autorem, ze przy tak niskich nat¢zeniach $wiatla, w porownaniu do I
$wiatta stonecznego (150-500 W/m?”) wystepuje efekt fotoinhibicji. By¢ moze jest to zwiazane
z niescistoscia pomiaru I. Z porownania wplywu natezenia $wiatla na specyficzna szybkos¢
wzrostu, hodowla miksotroficzna wykazuje 20-40 % wyzsze p niz autotroficzna przy kazdym
natezeniu $wiatla [294]. Inhibujacy wplyw $wiatla jest obserwowany przy nat¢zeniu 1=38.4

W/m?” i jest wyzszy w hodowli miksotroficznej niz autotroficzne;.

4.3 Fotobioreaktory

W przesztosci Spirulina hodowano w otwartych zbiornikach, obecnie proponuje si¢
wykorzystanie fotobioreaktorow (reaktory do hodowli mikroorganizméw fotosyntetycznych)
[26]. Zamknigte uktady fotobioreaktorow sa najczesciej sztucznie naswietlane, dodawany jest
CO,, sa mieszane, istnieje mozliwo$¢ utrzymania stalej temperatury. Zalety w stosunku do
stawow hodowlanych, gdzie panuja warunki klimatyczne to: lepsza kontrola Srodowiska
hodowlanego, wigksza warto$¢ stosunku powierzchnia/objetos¢, lepsza kontrola transportu
gazOw, lepsze zabezpieczenie przed zanieczyszczeniami zewngtrznymi, WyZsza
produktywno$¢ biomasy [25-28, 114, 188]. Wady to przede wszystkim wigksze naklady
inwestycyjne 1 operacyjne [48, 103].

Fotobioreaktory to iluminowane reaktory [154]. Najczgsciej stosuje si¢ fotobioreaktory
rurowe lub plaskie. Roznia si¢ migdzy soba orientacja rur lub paneli, mechanizmem
cyrkulacji hodowli, metoda dostarczania $wiatla, systemem wymiany gazowe], ukladem
indywidualnych weztow wzrostowych, materiatami konstrukcyjnymi [16, 17]. Przy doborze
fotobioreaktora konieczne jest zapewnienie [98] efektywnego i wydajnego rozchodzenia
$wiatla, dostarczanie dwutlenku wegla z jednoczesnymi niskimi stratami, mozliwo$¢
usuwania tlenu powstatego na drodze fotosyntezy, mozliwos$¢ przeniesienia skali [189, 216,
271].

Produktywno$¢ biomasy zalezy od doboru odpowiedniego s$rodowiska wzrostu dla
danego szczepu alg. Podczas gdy kontrola sktadu pozywki nie sprawia trudnosci, kontrola
dostepu 1 rozchodzenia si¢ $wiatta w fotobioreaktorze jest ztozonym problemem. W gestych
hodowlach mikroalg penetracja $wiatla jest gorsza ze wzgledu na efekt samo-zacieniania i
absorpcji Swiatta. W reaktorze znajdujg si¢ strefy zmiennego naswietlenia o réznej objetosci,
czyli o réznym czasie przebywanie komorki w danej strefie [21, 98, 293, 299].

Najprostszym rozwiazaniem z punktu widzenia opisu modelowego rozchodzenia sie
swiatta w reaktorze jest prostopadtoscienny fotobioreaktor naswietlany w sposéb jednorodny

z dwoch stron. Umozliwia to unikni¢cie zmienno$ci natezenia $wiatta wewnatrz reaktora
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[155]. W takim przypadku wyznaczenie $redniego natezenia $wiatla (/) nie stwarza
trudnosci. Do opisu zmiennosci natezenia $wiatta z pozycja w reaktorze z uwzglednieniem

stezenia komorek stosuje si¢ prawo Lamberta-Beera [50].

4.4 Technologia produkcji mikroalg oraz ich Dbiotechnologia
srodowiskowa

4.4.1 Produkcja masowa biomasy mikroalg - aspekty technologiczne

Ze wszystkich opisanych 30000 szczepéw mikroalg, jedynie 8 jest hodowanych w
skali przemystowej: Spirulina, Chlorella, Scenedesmus, Phaeodactylum, Botryococcus,
Chlamydomonas, Dunaliella, Porphyridium [226, 298]. Przemystowa produkcja biomasy
Spirulina jako dodatku do zywnosci rozpoczeta si¢ pod koniec lat 70-tych XX w. [144].
Wowczas roczna produkcja biomasy Spirulina siggata 100-400 ton, 25 lat pézniej 1000 ton, a
w chwili obecnej 3000 ton [270]. W latach 90-tych hodowla przemystowa Spirulina
prowadzona byta w 20 krajach, m.in w Chinach [118] przy wydajnosci wzrostu 40 g/(m’d)
[118]. Obecnie, kraje w ktorych mikroalgi sa produkowane w skali przemystowej to m.in.
Meksyk, Japonia, Tajwan, Izrael, Stany Zjednoczone, Indie, Australia i Peru [123], a zatem
produkcja jest prowadzona w krajach lezacych na wysokosci geograficznej pomigdzy 40 °N 1
40°S .

Spirulina przez dlugi okres czasu byla hodowana w skali przemystowej na sposob
fotoautotroficzny w otwartych basenach, w ktorych koncowe stezenie komorek byto niskie
(typowo 0,4-0,6 g/dm’) [225]. Hodowla przebiegala najczesciej w plytkich, otwartych
stawach, aby energia sloneczna absorbowana przez cyjanobakterie mogla by¢
wykorzystywana do wiazania nieorganicznego zrodla wegla. Niskie stezenie biomasy,
wymagalo zastosowania systemow hodowlanych o duzych gabarytach. Hodowla Spirulina w
warunkach heterotroficznych i miksotroficznych mogtaby potencjalnie doprowadzi¢ do
zwigkszenia st¢zenia biomasy, a tym samym zmniejszenia instalacji produkcyjnej. Wzrost
taki moze si¢ okaza¢ atrakcyjny ekonomicznie w najblizszej przysztosci [27, 179].

Hodowla mikroalg jest stosunkowo trudna. Gléwne problemy zwiazane sa przede
wszystkim z wysokimi kosztami produkcji, szczegélnie w przypadku wykorzystania alg do
celow spozywczych, nawozow lub pasz. Nie dotyczy to jednak wszystkich gatunkéw.
Produkcja na skalg¢ masowa w celu otrzymania chemikaliow i biochemikaliéw, takich jak
fikobiliproteiny, jest uznawana za lukratywna inwestycj¢ [145]. Wysoko oplacalna jest

réwniez produkcja tzw. zdrowej zywnosci opartej o biomase mikroalg (np. Spirulina z jeziora
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Texcoco w Meksyku) [226]. Hodowla mikroalg o niskim stopniu czystosci nie jest
kosztowna.
- Czynniki Srodowiskowe oddzialujqce na masowq produkcje mikroalg

Wiekszos¢ hodowli masowych odbywa si¢ w naturalnych warunkach nastonecznienia
i temperatury jakie panuja w miejscu hodowli [226, 290]. Komorki podlegaja zatem
dobowym cyklom $wietlnym oraz termicznym.

Hodowany szczep powinien charakteryzowac si¢ wysoka stata wysycania $wiattem,
niska szybkoscia  procesow niszczacych (oddychanie, wydzielanie  substancji
egzokomorkowych, wysoka opornoscia na fotoutlenianie i fotoinhibicj¢ i in.) oraz wysoka
wytrzymatoscia na stres fizyczny zwiazany z wystgpowaniem gwattownych turbulencji. Aby
obnizy¢ koszty procesu mozna np. wykorzysta¢c wyhodowana biomas¢ do produkcji
chemikaliow, a nast¢gpnie zastosowac jako biosorbent [270].

4.4.2 Proby zwigkszenia produktywnosci biomasy

Cecha charakterystyczna mikroalg fotosyntetycznych jest niska specyficzna szybkos¢

wzrostu [63, 212]. W literaturze podj¢to proby rozpoznania czynnikow stymulujacych wzrost,

poprzez dodanie:

czynnik zwigkszajacy
produktywnosé opis
biomasy
glukoza - wzrost Prowadzono hodowle Spirulina na sposéb miksotroficzny na glukozie, przy dostepie

miksotroficzny w $wiatla [179]. W warunkach limitowanych S$wiatlem zaobserwowano zwiekszong
hodowli okresowej  produktywnos¢ biomasy dzigki udzialowi heterotroficznego metabolizmu glukozy.
Produkcj¢ biomasy zwigkszono 1,5-2,0-krotnie w pordwnaniu do wazrostu
autotroficznego [179].
glukoza - wzrost W miksotroficznej hodowli potokresowej [28] uzyskano pigciokrotny wzrost stezenia
miksotroficzny w komérek w poréwnaniu do hodowli fotoautotroficzne;. W hodowli fotoautotroficznej
hodowli pétokresowej specyﬁczna szybkos¢ wzrostu jest bardzo niska 0,0083 h™. W hodowli miksotroficznej
osiaga warto$¢ 0,026 h™'. Hodowla miksotroficzna jest procesem limitowanym przez
dwa substraty, w ktorym przy niskim natezeniu $wiatta lub niskim stezeniu substratu
heterotroficzny wzrost komérek moze by¢ zahamowany. Zaleta hodowli potokresowej
jest utrzymanie stalego, stezenia substratu organicznego (w tym przypadku glukozy) i
zapobieganie efektowi inhibicji substratowej [25].
odpady i $cieki, np. ~ Odpady pochodzace z hodowli swif wg Canizares i in. [20] po stabilizacji poprzez
gnojowica napowietrzanie lub trawienie beztlenowe moga zosta¢ wykorzystane jako substrat do
wzrostu mikroalg. Olguin i in. [202, 203] wykorzystali jako tania pozywke, wode
morska wzbogacong w gnojowice z hodowli trzody chlewnej, oraz wodoroweglan
sodu. Zaobserwowano usunigcie toksycznych skladnikéw przez Spirulina oraz
zadowalajacy przyrost biomasy.
hydrolizat zbozowy lub Dodanie ekstraktu z eukaliptusowej pulpy celulozowej [24] powoduje zwigkszenie
ekstrakt z pulpy szybkosci wzrostu o 38 %, a wspotczynnika wydajnosci biomasy o 43 %. Singh i in.
papierniczej [77] wykorzystali hydrolizat zbozowy jako dodatek powodujacy zwiekszenie przyrostu
biomasy uzyskujac 40 % wigksza produktywnos¢ [253].

4.4.3 Zastosowanie mikroalg w biotechnologii srodowiskowej

Terminem ,,biotechnologia alg” okreslono wykorzystanie procesu fotosyntezy w

namnazaniu biomasy w celu wyprodukowania zywnosci, paszy, chemikaliow, energii czy
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biosorbentow [294]. Mikroalgi sa produkowane w skali technologicznej m.in.: w instalacjach
produkujacych pasz¢ dla zwierzat stosowane jednoczesnie do oczyszczania $cickow, do
produkcji odczynnikéw chemicznych oraz biochemicznych, w produkcji nawozow oraz
zywnosci (Rys. 4.4.1). Przy projektowaniu technologii produkcji biomasy mikroalg nalezy
uwzgledni¢ interakcje czynnikow srodowiskowych, takich jak $wiatlo, obecno$é substratu
organicznego, temperatura, zasolenie, poziom skladnikéw pokarmowych, pH, fotoinhibicje,
fotooddychanie [294].

e isima s ey i me ) WY
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Rys. 4.4.1
Frzykiadowy schemal biotechnoiogii produkcji mikroaig [294]
Mikroorganizmy fotosyntetyczne w biotechnoiogii Srodowiskowej znajduja zastosowanie w:

Produkcja biopaliw i biopoliestréw przez beztlenowe bakterie fototroficzne [240]

Oczyszczanie $ciekéw z przemyshu wytwarzajacego gume w systemie stawéw HRAP - High Rate
Algal Ponds [211],

Usuwaiic gazéw cicplamianych - CO;, i NOx [190],

Usuwanie metali cigzkich - biosorpcja i bioakumulacija [92, 112],

Biodegradacja i biotransformacja weglowodoréw oleistych; Mikroalgi posiadaja aparat
enzymatyczny umozliwiajacy transformacje i bioakumulacje wielopierscieniowych weglowodoroéw
aromatycznych do prostszych zwiazkow [163],

Oczyszczanie gleby [131],

Produkcja odnawialnych biopaliw (etanol, B'diol) i zwiazkéw chemicznych [146].

W ciagu ostatnich kilku lat wzrosto zainteresowanie algami ze wzgledu na ich zdolnosci
biosorpcyjne. Istnieja konkretne przyktady zastosowan tego typu produktéw. Niedawno
powstala, amerykanska firma Biorecovery Systems of las Cruces z Nowego Meksyku, ktora
opatentowata seri¢ produktéw na bazie alg marki AlgaSORB®, ktére znalazly zastosowanie
do odzysku jonéw metali ze $cickéw przemystowych. Sa to niezyjace, zywico-podobne
preparaty z mikroalg Chlorella, Spirulina oraz alg morskich [19], jednak ich zasada dziatania

nie zostata wyjasniona.
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5. CEL | ZAKRES PRACY

5.1 Cel pracy

Celem badan jest opracowanie koncepcji, ktérej efektem powinien by¢ sposéb
usuwania jonéw metali cigzkich. W tym celu zostanga okreslone mozliwosci
wykorzystania mikroalg Spirulina sp. do usuwania jonéw metali ci¢zkich, z roztworéw o
niskim ladunku zanieczyszczen, w procesach biosorpcji oraz bioakumulacji. Zostang
przeprowadzone badania podstawowe na roztworach modelowych, obejmujace wigzanie
jonéw metali cigzkich do powierzchni komérek (na przykladzie jonéow Cr*, Cd* oraz
Cu”*) oraz akumulacji w ich wnetrzu (na przykladzie Cr*"). Zaréwno proces biosorpcji
jak i bioakumulacji wymaga przeprowadzenia badan nad hodowla biomasy. W pracy
podjeta zostanie préba wyjasnienia mechanizmu kazdego z zachodzjcych procesow.
Bedzie to stanowi¢ podstawe do zaproponowania opisu iloSciowego przyrostu biomasy
oraz réwnowag biosorbent-jon i bioakumulant-jon, co umozliwi okreslenie warunkoéw
prowadzenia procesow.

W literaturze poswigcono duzo uwagi poszukiwaniu nowych metod, wydajnych w
oczyszczaniu $ciekdw z jonow metali cigzkich o malym stopniu zanieczyszczenia, w
szczegoblnosci metod mikrobiologicznych oczyszczania $ciekow, wsrdd ktdrych rozréznia sig
dwa procesy o réznej naturze: biosorpcj¢ (proces szybki, o charakterze fizykochemicznym,
zachodzacy na powierzchni komoérki i1 zwigzany z charakterem $ciany komorkowej) i
bioakumulacj¢ (zwigzang ze wzrostem mikroorganizmu w srodowisku zawierajacym jony
metali cigzkich z jednoczesng akumulacjg wewnatrz komarki).

Przy rozwazaniu tych procesow niezwykle istotny jest dobor odpowiedniego szczepu
(biosorbenta, bioakumulanta), ktory bedzie posiada¢ wysoka pojemno$¢ wiazania jondow
metali cigzkich. W przypadku bioakumulacji dodatkowo konieczne jest aby wykorzystywany
organizm posiadal niewielkie wymagania pokarmowe oraz byl odporny na obecnos$é
zanieczyszczen. Szczep powinien posiada¢ elastyczny metabolizm, ktéry pozwoli na
przystosowanie do warunkow i sktadu oczyszczanego $cieku. Dodatkowo, organizm ten nie
powinien by¢ toksyczny czy niebezpieczny dla ekosystemow.

Kryteria takie spelniaja mikroalgi Spirulina sp., ktére dzigki metabolizmowi
miksotroficznemu (w zaleznosci od skladu $cieku prowadza fotosynteze, tlenowy rozktad

glukozy, lub obydwa te procesy jednoczesnie) moga rosna¢ w Sciekach o réznym skiadzie i
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stopniu zanieczyszczenia, a na podstawie wezesniejszych badan [40] organizmy te posiadaja

zaréwno wysoka pojemnos¢ biosorpcyjna jak i bioakumulacyjna.

5.2 Zakres pracy

W pracy proponuje si¢ sposob wykorzystania mikroalg Spirulina sp. -
mikroorganizméw miksotroficznych, o elastycznym metabolizmie, odpornych na wysokie
stezenia zanieczyszczen. Gloéwnymi zaletami takiego rozwiazania sa wysokie zdolnosci
biosorpcyjne i bioakumulacyjne oraz niska toksyczno$¢ jonéw metali ciezkich dla tych
organizmow.

W przypadku metody opartej o biosorpcje, proces oczyszczania korzystne jest
rozdzielenie na dwa autonomiczne wezly: hodowle biomasy i biosorpcj¢, natomiast w
przypadku bioakumulacji biomasa jest hodowana w obecnosci zanieczyszczen z
jednoczesnym wiazaniem jonéw metali cigzkich z roztworu. Prowadzenie procesu w dwoch
autonomicznych weztach umozliwia dobor parametrow procesowych, ktore sa inne dla
hodowli komorek, a inne dla biosorpcji.

Prace nad hodowla biomasy powinny nie tylko okresli¢ szybko$¢ wzrostu i stopien
wykorzystania substratow, ale rowniez jako$¢ biomasy. Warunki namnazania biomasy
powinny mie¢ wplyw na sktad $ciany komodrkowej, do ktorej wiazane sg jony metalu, czyli
powinny mie¢ wplyw na pojemnos¢ biosorpcyjna.

Praca zostanie podzielona na cztery czgsci:

L HODOWLA BIOMASY

I1. BIOSORPCJA

. BIOAKUMULACJA

IV.  OCZYSZCZANIE SCIEKOW
I. Hodowla biomasy

Pierwsza czg$¢ pracy, bedzie poswigcona hodowli biomasy obejmuje badania nad
doborem warunkdéw wzrostowych mikroalg, w szczegdlnosci natgzenia $Swiatla i stezenia
glukozy, okres§leniem natury i mechanizmu kazdego metabolizmu: autotrofii, heterotrofii i
miksotrofii, wyznaczeniem parametréw kinetycznych oraz statycznych wzrostu oraz
opracowaniem modelu matematycznego i konfiguracja systemu, ktory umozliwitby hodowle
komoérek w wysokich stezeniach.

II. Biosorpcja
Druga czgs¢ pracy bedzie poswigcona biosorpcji, ktora jest procesem szybkim,

zaleznym giéwnie od stezenia komorek i ich jako$ci oraz stezenia poczatkowego metalu w
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éciekach. W celu doboru warunkéw dla procesu biosorpcji, zostana przeprowadzone prace
nad: mechanizmem procesu, okresleniem wplywu parametréw procesowych na wydajnos¢
biosorpcji (stezenie metalu, stgzenie komorek, temperatura, czas kontaktu, pH, wplywem
warunkéw prowadzenia hodowli na zdolno$¢ biomasy do wiazania jonéw metalu (jakos¢
biomasy, czyli pojemnos¢ biosorpcyjna)), mozliwosciami odzysku metalu zwiazanego z
biomasa.
II1. Bioakumulacja

W trzeciej czgsci pracy zostanie podjgta proba wyjasnienia podstaw procesu
bioakumulacji. Zostang przeprowadzone badania nad: wplywem obecnosci jonow metali
cigzkich na parametry kinetyczne oraz statyczne wzrostu mikroalg, mechanizmem procesu
bioakumulacji, denitryfikacja towarzyszaca bioakumulacji, propozycja opisu matematycznego
procesu w oparciu o jego mechanizm.
IV. Oczyszczanie Sciekéw

W czwartej czgsci pracy zostanie przeprowadzone oczyszczanie konkretnych Sciekow
przemystowych z jondw metali ci¢zkich oraz jonéw amonowych z zastosowaniem Spirulina

sp. w procesie bioakumulacji.

5. 3 Opis ogoiny tematu

Precyzyjne okreslenie stopnia usunigcia jonow metali cigzkich z roztworéw o niskim
stezeniu uzyskano dzigki zastosowaniu nowoczesne] aparatury analitycznej spektrometrow
ICP-AES oraz ICP-MS. Zaawansowane techniki analityczne wykorzystano réwniez do oceny
biomasy. Sktad komoérek zostanie oznaczony analizatorem elementarnym CHONS, natomiast
wartos¢ opalowa aparatem do analizy TG/DTA. Pozostale oznaczenia zostang
przeprowadzone elektrodami oraz technikami spektrofotometrycznymi.

Hodowla biomasy

Prace nad hodowla biomasy beda obejmowac:

- okresowe autotroficzne, heterotroficzne i miksotroficzne hodowle mikroalg Spirulina sp.
w sztucznie naswietlanym fotobioreaktorze mieszalnikowym (natezenie $wiatlta 0-65
W/m?, stezenie glukozy 0-10 g/dm’)

- podczas hodowli monitorowano stg¢zenie glukozy, azotu-azotanowego oraz nateZenie
Swiatla

- wyznaczenie specyficznych szybko$ci wzrostu
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opracowanie empirycznych modele matematyczne szybkosci wzrostu w funkcji nat¢zenia
$wiatla (dla hodowli autotroficznej), stezenia glukozy (dla hodowli heterotroficznej) oraz
natezenia $wiatla i stezenia glukozy (dla hodowli miksotroficznej)

okreslenie odpowiedniego do namnazania hodowli wartosci parametrow: natgzenia
$wiatla oraz st¢zenia glukozy

przeprowadzenie analizy wydajnosci wykorzystania substratow okreslajac wspotczynniki

wydajnosci biomasy, Yxs oraz wydajno$¢ wykorzystania substratow energetycznych, Yig

Biosorpcja

Prace nad biosorpcja jonéw metali cigzkich beda obejmowac:

doswiadczenia dla trzech kationéw Cr'*, Cd** oraz Cu’" uwazanych za powazne
zanieczyszczenia wod 1 $ciekow.

okreslenie kinetyki wigzania jonow metali do powierzchni biomasy (proces opisano jako
reakcj¢ rownowagowa, pierwszorzedowa)

okreslenie pojemnosci biosorpcyjnej jonéw metali cigzkich przez poszczegdlne formy
morfologiczne Spirulina sp. 1 opisanie rownowagi procesu odpowiednim réwnaniem
izotermy (Langmuira)

okreslenie mechanizmu biosorpcji - rozwazano dwie mozliwosci: adsorpcj¢ fizyczng oraz
wymiang jonowa; stwierdzono znaczacy udzial wymiany jonowe;j

okreslenie pojemnosci kationowymiennej biomasy, zidentyfikowano trzy grupy
funkcyjne biorace udzial w wymianie kationow, okreslenie stalych dysocjacji kwasowe;j
oraz stalych wiazania grup z kationami metalu; charakter chemiczny grup zostanie
potwierdzona ich chemiczna modyfikacja

zaproponowanie metody odzysku zwiazanego z biomasa metalu poprzez elucje stabym
kwasem lub spalenie biomasy

okreslenie wplywu parametrow hodowli (nat¢zenie $wiatla, stezenie glukozy) na
pojemnos$¢ biosorpcyjng biomasy

Bioakumulacja

Prace nad bioakumulacja jonéw metali cigzkich beda obejmowac:

hodowle okresowa komérek w obecnosci jonéw Cr'* w stezeniu 3-26 mg/kg

badanie toksycznego wplywu jonéw na komorki oraz rozpoznanie mozliwosci ich
usuwania

okreslenie tolerancji komérek w stosunku do jonéw metali cigzkich jako funkcje
specyficznej szybkosci wzrostu oraz wspotczynnikow wydajnosci biomasy wzgledem

substratow
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— prace zmierzajace do wyjasnienia mechanizmu procesu - zaobserwowano dwa etapy:
pasywny (wiazanie do powierzchni komorki) i aktywny (wprowadzanie jonéw do wnetrza
komorki)

—  zaproponowanie modelu matematycznego do opisu zmian stgzenia jonéw metalu w czasie
w zaleznosci od poczatkowego stgzenia jonow metalu.

Oczyszczanie Sciekow

Prace nad oczyszczaniem $ciekow beda obejmowac:

— proces bioakumulacji oczyszczania przyktadowych $ciekow przemystowych o niskim
stezeniu zanieczyszczen, nie zawierajacy organicznego zrodta wegla, bez wzbogacania w
sktadniki pokarmowe

— dyskusj¢ nad rozwigzaniami technologicznymi.
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6. MATERIALY | METODY

6.1 Odczynniki

kwas 3,5-dinitrosalicylowy, ALDRICH Chemical Company, Inc.

HCI, HNO; - spektralnie czysty, MERCK
Spirulina sp. (SIGMA-USA)
pozostate odczynniki POCh Gliwice

6.2 Aparatura

Fotobioreaktor

Reaktor skonstruowany we wlasnym zakresie
Luksomierz

Luksomierz PU 550 Metro Blansko, Czechy
Spektrofotometr

spektrofotometr UV-160A, UV-VIS Shimadzu, Japonia
pH-metr oraz elektrody

pH-metr z jonometrem MA235 Mettler-Toledo,
Szwajcaria

- pH - polimerowa elektroda pH kombinowana z sonda
temperatury, typ Inlab 415

- CO; - elektroda gazowa GSE CO, Mettler-Toledo typ
152323000

- NOj - jonoselektywna elektroda azotanowa (Mettler-
Toledo) typ 152223000. z elektroda odniesienia
(Mettler-Toledo) typ Inlab 302: 373-90WTE-ISE-S7
wypetniong elektrolitem Ag/AgCl

- O, - czujnik tlenowy firmy Mettler-Toledo MO128
Termostat

Fisherbrand FBH 612, Niemcy

Fotobioreaktor do hodowli Spirulina sp.

Mikroalgi hodowano w

sztucznie

Sterylizator parowy

ASVE, Spotdzielnia Mechanikéw SMS, Polska
Lampa UV

do sterylizacji
30W/G30 T8
Wirowka
Hettich EBAIIL, Niemcy

Redestylator

Polna S.A, typ Rel 5, Polska

Pompka napowietrzajqca

Tetratec AP100, Polska

Analiza stgienia pierwiastkow

Spektrometr plazmowy ICP-AES (Philips Scientific PU
7000, Wielka Brytania) oraz ICP-MS (Varian
UltraMass 700, Australia).

Analiza skladu komdrek

Eurovector Elemental Analyzer EA 3000 (C,H,O,N,S),
Wiochy

Analiza wartosci opalowej

Netzsch STA 409C, Niemcy

powierzchni i reaktora - Philips

naswietlanym, termostatowanym

proétopad%oéciennym fotobioreaktorze mieszalnikowym (Rys. 6.2.1). Dwie najwieksze,
naprzeciwlegle Sciany reaktora wykonano ze szkta. Dwie mniejsze (wykonane z mosiadzu)
stanowily ptaszcz termostatujacy reaktora. Reaktor naswietlano przez szklane $cianki z dwoch
stron przy pomocy 4 lamp fluorescencyjnych (moc 4 W, firmy Starlicht) z kazde;j strony.
Wymiary: 0.15 m - 0.0525 m - 0.20 m. Catkowita objetosé reaktora: 1.6 dm’. Droga penetracji
$wiatla 0.0525 m. Objetos¢ robocza 1.0 dm’ (przy wypetnieniu 0.128 m). Krétka droga
penetracji Swiatta zapewnila jego w miar¢ jednorodne nat¢zenie w reaktorze: natezenie
Swiatta w Srodkowym przekroju reaktora bylo ok. 13 % nizsze niz przy naswietlanych
Sciankach. Konstrukcja reaktora zapewnila mozliwo$¢ 8-stopniowej regulacji natezenia

$wiatla zakresie 0-65 W/m?>.
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Powietrze doprowadzano pompka (przeptyw 4 cm’/s), zaopatrzong w filtr sterylizujacy
powietrze (0.45 um Whatman PVDF). Odpowiednie przemieszanie zapewnito mieszadlo z
regulowang czgstoscia obrotow, trojpoziomowe, lopatkowe. Napowietrzanie wspomagato
mieszanie hodowli. W pokrywie reaktora znajdowaly si¢ kroéce, umozliwiajace pobieranie

probek (sterylnymi pipetami).

Rys. 6.2.1
Fotobioreaktor do hodowli Spirulina sp.

6.3 Material badawczy
Szczep do badan pochodzit z firmy SIGMA (USA): Spirulina sp. (mixed species):
Spirulina platensis 1 Spirulina maxima, preparat przemyty i liofilizowany, wrazliwy na

dziatanie $wiatla.

Rys. 6.3.1
Zdjecie mikroskopowe komérek Spirulina sp.
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6.4 Pozywka hodowlana
Hodowle mikroorganizmu prowadzono na pozywce ptynnej typu Zarrouk ’ [312]:

zwigzek stezenie [g/dm’]
NaNO; 2.50
KH,PO4 0.50
NaHCO; 10.0
NaCl 1.00
MgSO;*7H,0 0.80
CaCL*2H,0 0.02
FeSO, 0.01
MnCl, 0.01
Glukoza 0.00-10.00

Sktadniki pozywki (z wyjatkiem NaHCO; oraz FeSOy) rozpuszczano i sterylizowano.
Po sterylizacji dodawano NaHCO; oraz FeSO,. Procedura taka byla konieczna, poniewaz
dodanie tych zwiazkow przed sterylizacja spowodowatoby zmetnienie pozywki - stracenie
sktadnikéw oraz straty CO,.

6.5 Sterylizacja

Pozywki, szkto laboratoryjne i weze sterylizowano w autoklawie w temperaturze
121°C w czasie 15 minut pod ci$nieniem 1.5 MPa. Reaktor dezynfekowano przemywajac 95
% alkoholem etylowym, a nastgpnie naswietlano lampa UV przez 2 h.

6.6 Inoculum

Inoculum stanowil liofilizowany proszek Spirulina sp., ktéry nawazano tak, by
stezenie inoculum wynosito 0.25 g/dm’. Liofilizat zawiera formy przetrwalnikowe Spirulina
platensis oraz S. maxima, ktére podlegaja reaktywacji w momencie kontaktu z pozywka.
Stosowanie kazdorazowo tego samego liofilizowanego inoculum (bez koniecznosci
podtrzymywania form zywych) wyeliminowato zmienno$¢ (spowodowana selekcja) i
zapewnilo wysoka powtarzalnos¢ prowadzonych hodowli.

6.7 Hodowla biomasy

Przeprowadzono hodowle auto-, hetero- oraz miksotroficzne: okresowe w reaktorze.
Hodowla autotroficzna
Spirulina sp., cyjanobakteri¢, hodowano w fotobioreaktorze (hodowla okresowa) przy
roznym $rednim natg¢zeniu $wiatta (w zakresie 8-65 W/m?, fotoperiod 12:12), w temperaturze

35°C na minimalnej, mineralnej pozywce typu Zarrouk [312] bez glukozy.



6. Materialy i metody 56

Proby do badan pobierano w okreslonych odstgpach czasu i mierzono w nich stezenie
komorek przez pomiar zmetnienia ptynu hodowlanego przy A=560 nm. Nast¢pnie pobrane
probki wirowano przy 6000 obr./min. w czasie 5 minut. Uzyskany supernatant wykorzystano
do dalszych oznaczen: pH, azotanow, CO,.

Hodowla heterotroficzna i miksotroficzna

Spirulina sp., hodowano w fotobioreaktorze przy réznym nat¢zeniu S$wiatla
(miksotroficzna: w zakresie 8-65 W/m?, fotoperiod 12:12, heterotroficzna: 0 Wm?), w
temperaturze 35°C na minimalnej, mineralnej pozywce typu Zarrouk z dodatkiem glukozy
(0.1-10 g/ dm”).

6.8 Metody analityczne

—  Steienie komorek

Pomiar stezenia komorek oznaczano spektrofotometrycznie (pomiar absorbancji przy
A=560 nm) bez odnosnika. Pomiar absorbancji wycechowano na sucha maseg.
Odwirowano 20 cm’ zawiesiny komérek w uprzednio wysuszonej w temperaturze 80 °C
do stalej masy probowce wirdwkowej. Biomase¢ suszono do stalej masy w temperaturze
80 °C, a nastepnie wazono. Obliczono sucha masg¢ i sporzadzono krzywa wzorcowa,
umozliwiajaca przeliczenie mierzonej absorbancji przy A=560 nm na stg¢zenie suchej
masy komorek (Rys. 6.8.1). Prosta ta nie przecina si¢ w (0, 0), poniewaz pomiar
przeprowadzano bez odnos$nika.

1.8

16 4 y =0.6176x + 0.149
R*=09222 .
14 -

124

0 02 0.4 0.6 0.8 1 12 14 16 18 2
A560

Rys. 6.8.1
Krzywa wzorcowa okre$lajgca zalezno$c pomiedzy absorbancja mierzong przy A=560 nm (A560) a
stezeniem suchej masy komoérek (X)
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— pH
pH mierzono pH-metrem z polimerowa kombinowana elektroda pH z sonda temperatury.
Stosowano kazdorazowo kalibracje 3-punktowa (bufory kalibracyjne Mettler-Toledo pH
7.000, 4.010. 9.210).

- CO,

CO, mierzono elektroda gazowa, ktora umozliwia pomiar CO, w ukladach wodnych.
Pomiary dokonywano wobec roztworu kondycjonujacego, ktérego zadaniem bylo
przeprowadzenie wszystkich form CO, (weglanowych, wodoroweglanowych) do
gazowego CO,, ktorego stezenie mierzono selektywna elektroda gazowa.

Roztwoér kondycjonujacy przygotowano w nastgpujacy sposob:

294 g cytrynianu sodu Na;CsHsO7-2H,0 rozpuszczono w ok. 600 cm’ wody, dodano 100
cm’ stezonego 32 % kwasu solnego i uzupeliono woda do objetosci 1000 cm’.

Sposob wykonania pomiarow:

Do 5 cm’ probki dodano 0.5 cm’ roztworu kondycjonujacego i natychmiast odczytano
potencjat elektrody. Przyktadowa krzywa wzorcowa przedstawiono na Rys. 6.8.2.

C CO, g/dm’®
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-140 o

160 -

Rys. 6.8.2
Krzywa kalibracyjna elektrody CO2
- 0

Rozpuszczony tlen mierzono czujnikiem tlenowym, skonstruowanym z katody
zbudowanej z metalu szlachetnego oraz srebrnej anody. Elektrody, polaczone kluczem
elektrolitycznym (roztwor chlorku potasu), oddzielonym od prébki membrana gazo-
przepuszczalna. Sonda tlenowa posiada czujnik temperaturowy, kompensujacy zmiany
ci$nienia parcjalnego spowodowane zmianami temperatury. Pierwszym etapem pomiaru
jest dyfuzja tlenu przez membrang, kolejnym - redukcja na katodzie dzieki przytozonemu

napigciu. Rezultatem jest przeptyw pradu, proporcjonalny do ci$nienia parcjalnego tlenu,
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ktore z kolei jest proporcjonalne do stezenia tlenu, mierzonego przez czujnik jako %
wysycenia tlenem lub jest przeliczany na [mg 0,/dm’]. Przed pomiarem przeprowadzano
2-punktowg kalibracje.

— Azot azotanowy
Stezenie azotu azotanowego oznaczano jonoselektywna elektroda azotanowa z elektroda
odniesienia.
Pomiar przeprowadzano w sposob nast¢pujacy:
do 50 ¢cm’ wody dodano 1 cm’ ISA (roztwér niwelujacy wplyw sily jonowej) (0.9
mol/dm® Al,(SO;);) a nastepnie 0.5 cm’ kolejnej probki (analiza roznicowa).
Przyktadowa krzywa wzorcowa przedstawiono na Rys. 6.8.3.
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Rys. 6.8.3
Krzywa kalibracyjna elektrody azotanowej

—  Glukoza
Glukozg oznaczono metodq kolorymetryczna w udzialem kwasu dinitrosalicylowego
(metoda DNS). Metoda ta sprawdza obecno$¢ grup karbonylowych w cukrach
redukujacych, poprzez utlenienie obecnej np. w glukozie grupy aldehydowe;.
Jednoczes$nie kwas 3,5-dinitrosalicylowy jest redukowany do kwasu 3-amino,5-

nitrosalicylowego w warunkach alkalicznych, zgodnie z reakcja:

utlenianie

grupa aldehydowa ——~**— grupa karboksylowa
kwas 3,5-dinitrosalicylowy —=492_; kwas 3-amino,5-nitrosalicylowy
1 mol cukru reaguje z 1 molem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego [184] .
Mimo, ze metode DNS opracowano w 1959 r., jest ona nadal szeroko stosowana,
zaréwno w pracach po$wigconym aktywnosci enzymatycznej, jak i mikrobiologiczne;.
Do podstawowych zalet metody zaliczany jest niski koszt analizy oraz latwo$é

wykonania. Wielu autoréw podaje czulo$¢ metody w zakresie stezen glukozy 0.1-2.5
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g/dm3 . Odnotowano problemy analityczne w przypadku okreslenia stezefi w mieszaninie
cukrow oraz w przypadku zabarwienia analizowanego roztworu. W niniejszej pracy
jedynym cukrem obecnym w analizowanej pozywce byla glukoza, dodatkowo pozywka
ta nie byla zabarwiona. Probki, w ktérych stezenie glukozy bylo <0.1 g/dm3 , poddano
zatezaniu przez odparowanie w temperaturze 50 °C.

Odczynnik DNS do testu przygotowano w sposob nastepujacy:

Rozpuszczono 19.8 g NaOH, 306 g winianu sodowo-potasowego, 10.6 g kwasu 3,5-
dinitrosalicylowego, 7.6 g fenolu (stopiony w temperaturze 50 °C), 8.3 g pirosiarczynu
sodowego w 1416 cm’ wody. Otrzymany roztwdr przesaczono, a nastgpnie
przeprowadzono miareczkowanie potencjometryczne 0.1 mol/dm’ HCI. Na
zmiareczkowanie 3 cm’® odczynnika DNS potrzeba 5-6 cm’ titranta. Jezeli zuzyto mniej
kwasu, dodano NaOH.

Pomiary wykonywano wedtug nast¢pujacej procedury:

1 cm’® probki inkubowano z 3 cm’ odczynnika DNS przez 5 minut w tazni wodnej o
temperaturze 95 °C. Po ostudzeniu dodano 16 cm’ wody. Glukoze oznaczono przez
pomiar absorbancji przy A=550 nm w ciggu 30 minut od polaczenia probki z
odczynnikiem DNS (wobec $lepej proby: woda+odczynnik DNS, inkubowanej w taki
sam sposob jak probki). Przykladowa krzywa wzorcowa przedstawiono na Rys. 6.8.4.
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Rys. 6.8.4
Przyktadowa krzywa wzorcowa testu glukozowego DNS
— Steienie komorkowe chlorofilu

Zawarto$¢ chlorofilu mierzono wg procedury [193]. Zawiesing komérek o znanym
stezeniu odwirowano. Supernatant odrzucono. Dodano 5 cm’ bezwodnego metanolu.
Inkubowano w ciemnosci w temperaturze 4 °C przez 2 h. Zawiesing odwirowano. Stezenie

chlorofilu okreslono przez pomiar absorbancji Asss. Zastosowano przelicznik podany przez
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autorow [193]: jednostce absorbancji przy 665 nm odpowiada 74.5 mg chl/em®. Chlorofil
oznaczony wg powyzszej procedury postuzyl jako odnosnik przy analizie zawartosci
barwnikéw fotosyntetycznych nie wprost: na podstawie pomiaru absorbancji zawiesiny
komoérek przy A=680 nm oraz 560 nm. Zaobserwowano liniowa zalezno$¢ stosunku warto$ci
tych absorbancji (Asso/Aseo) 0d stgzenia chlorofilu. Podczas gdy Ase nm jest miarg st¢zenia
komorek, Aggo jest jednoczesnie miarg stezenia komorek oraz stezenia chlorofilu. W zwiazku
z tym stosunek Agso/Aseo bedzie proporcjonalny do stezenia chlorofilu w komérkach (6.8.7,
Rys. 6.8.5).
Asp=a-X
Agg =b- X +e-Cpqy,

A b-X+c-C b ¢ Cog.
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Rys. 6.8.5
Zalezno$¢ stosunku absorbancji A680/A560 i komérkowego stezenia chlorofilu

— Cieplo spalania

Wartos¢ opalowa biomasy wyznaczono analizatorem termicznym DTA Netzsch STA
409¢ (Niemcy) ze spektrometria masowa gazowych produktéw rozkladu MS-Balzers.
Wartos¢ kaloryczna obliczono na podstawie energii wydzielonej w trakcie spalania.
Analiza DTA polega na jednoczesnym pomiarze roznicy temperatury pomiedzy badana
probka a odno$nikiem znajdujacym si¢ w tych samych warunkach termicznych podczas
ich podgrzewania do okreslonej temperatury. Obserwowana réznica temperatur jest
automatycznie przeliczania na zmiang entalpii.

— Skiad elementarny komorek



6. Materialy i metody 61

Sklad elementarny komorek oznaczono przy zastosowaniu analizatora elementarnego
CHONS EA 3000 Euro Vector (Wlochy). Probki ulegly katalitycznemu rozkiadowi w
tlenie w temperaturze > 1000 °C w reaktorze kwarcowym. Obecne katalizatory
zredukowaly powstajace tlenki azotu do N, oraz utlenily powstaly tlenek wegla do
dwutlenku. Wytworzone gazy, odpowiednio dla C - CO,;, N-N;, H-H;O, S-SO;
transportowane z gazem no$nym ulegly rozdzieleniu na kolumnie chromatograficznej z
wypelnieniem. Piki chromatograficzne analizowano ilosciowo z wykorzystaniem
detektora TCD.
? Dobér posywki

Waznym zagadnieniem jest dobor odpowiedniej pozywki wzrostowej dla
metabolizmow: auto-, hetero- oraz miksotroficznego, w szczegdlnosci zrodta wegla. O ile
dane literaturowe dotyczace sktadu pozywki autotroficznej sg wyczerpujace [312], informacje
na temat skladu pozywki hetero- i miksotroficznej sa nieprecyzyjne [179-182, 292].
Teoretycznie, nie powinna istnie¢ konieczno$¢ stosowania nieorganicznego zrodla wegla
(NaHCO3) w tych hodowlach, gdyz w metabolizmie heterotroficznym CO, jest produktem, a
w miksotroficznym metabolitem przej$ciowym. Jednak, jak wykazaly wyniki doswiadczalne,
hodowla heterotroficzna (Rys. 6.8.6a) i miksotroficzna (Rys. 6.8.6b) byla niemozliwa przy
braku NaHCO; w pozywce. Konieczne bylo zatem wyjasnienie roli tego sktadnika w hodowli
mikroalg.

W hodowlach hetero- i miksotroficznych, stgzenie CO, bylo stale podczas trwania
hodowli. Obecnos¢ NaHCO; w pozywce okazala si¢ by¢ niezbe¢dna, gdyz wodoroweglan nie
petnil jedynie roli nieorganicznego zrédla wegla, ale rowniez miat funkcj¢ buforujaca pH
pozywki (Rys. 6.8.6). W przypadku braku tego sktadnika przyrost biomasy nie byl w ogdle
obserwowany w obu typach hodowli, a pH pozywki wynosito 4.5, (podczas gdy optymalne
pH do wzrostu to 8). W hodowlach, ktérych prowadzono ciagla korekcje pH obserwowano
przyrost biomasy: w hodowli heterotroficznej identyczny w obecnosci jak i przy braku CO,,
w hodowli miksotroficznej natomiast nizszy, co bylo prawdopodobnie wywotane
fotoinhibicja, wytworzeniem nadmiaru wzbudzonych elektronéw, na skutek braku cyklu
Calvina, ktory jest ich akceptorem. W pewnym stopniu komérki byly w stanie same
wyprodukowa¢ CO,, jednak ilos¢ ta byta mniejsza niz optymalna, w zwiazku z czym hodowla
byla limitowana przez CO,.

Wyniki te obrazuje Rys. 6.8.6, na ktorym przedstawiono przyrost biomasy w
hodowlach hetero- i miksotroficznych na pozywce zawierajacej i nie zawierajacej CO,.

Poniewaz, jak si¢ okazalo, rola wodoroweglanu bylo nie tylko dostarczanie CO, dla
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sktadowej autotroficznej metabolizmu, ale rowniez bardzo wazna rola buforujaca, dzieki
ktorej nie tylko pH poczatkowe pozywki byto optymalne do wzrostu, ale przede wszystkim
pH bylo utrzymywane na w miar¢ stalym poziomie (7.8-9) i nie przyjmowalo wartosci
skrajnych (np. 3.0 w hodowli heterotroficznej, w ktorej nie prowadzono korekcji pH). W
zwiazku z tym pozywki hetero- i miksotroficzne zawieraly NaHCO; (jak w przypadku
pozywki autotroficznej) oraz glukoze.
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6.9 Biosorpcja

6.9.1 Mikroorganizm, podfoZe i warunki hodowli

Do badan nad biosorpcja stosowano cztery rozne formy morfologiczne mikroalg Spirulina

sp., opisywane nastgpujacymi symbolami:

R- liofilizat komoérkowy, z firmy SIGMA (USA)

A - autotroficzna, wyhodowana na pozywce Zarrouk'a, bez glukozy, przy naswietlaniu
(32.7 W/m®)

H - forma heterotroficzna, wyhodowana w ciemnosci na pozywce typu Zarrouk (Cog
=1g/dm’)

M - miksotroficzna, wyhodowana na pozywce Zarrouk'a (Cog1 =1 g/dm’, 1= 32.7 W/m?)

Komérki oddzielano od pozywki przez wirowanie przy 6000 rpm przez 5 minut. Nast¢pnie
komorki przemywano 3-krotnie woda dejonizowana w celu usunigcia pozostatosci medium
hodowlanego.
6.9.2 Metodyka analityczna

Doswiadczenia nad procesem biosorpcji wymagaly zastosowania wysokiej klasy
sprzetu analitycznego do oznaczania jonow metali, sprawdzajacego si¢ w pracy w niskich
stezeniach - na poziomie [mg/kg], zapewniajacego wysoka precyzje¢ 1 powtarzalnos¢
pomiardw, przy niskich interferencjach spowodowanych obecnoscia innych jonoéw. Kryteria
takie spelnita nowoczesna aparatura analityczna ICP-AES, udostgpniona do badan dzigki
uprzejmosci Laboratorium Srodowiskowego przy Zaktadzie Chemii dla Rolnictwa (126,
Politechnika Wroctawska).
- Mineralizacja

Analiza wielopierwiastkowa wymagala probek w postaci cieklej, w zwiazku z tym
zaistniala konieczno$¢ mineralizacji biomasy, co przeprowadzono technika rozkladu
mikrofalowego. Ta nowoczesna metoda roztwarzania probek (rowniez biologicznych),
uniemozliwia niekontrolowane straty pierwiastkow $ladowych ze zwiazkami lotnymi. Do
mineralizacji wykorzystano piec mikrofalowy CEM 2000 (USA) o mocy 630 W -
wyposazony w uktad teflonowych naczyn ci$nieniowych. Mineralizacja probek przebiegata
pod cisnieniem 1 MPa w bombach teflonowych, wykonanych z materiatu polimerowego
PFA, wysoce opornego na dziatanie stezonych odczynnikéw chemicznych i minimalizujacego
adsorpcje zanieczyszczen na $ciankach naczynia.

Do ok. 0.1 g biomasy dodano 3 cm’ stezonego, spektralnie czystego HCl oraz 3 cm’

stgzonego, spektralnie czystego HNO;, nastepnie zamknigto w bombie teflonowej i
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umieszczono w piecu mikrofalowym. Po mineralizacji roztwor rozcienczono do objetosci 50
cm’ i poddano analizie wielopierwiastkowej technika ICP-AES.
- Analiza wielopierwiastkowa

Oznaczenia stezen jonow metali w roztworze 1 w komdrkach przeprowadzono
optycznym, emisyjnym spektrometrem plazmowym ICP-AES (Inductvely Coupled Plasma -
Atomic Emmission Spectroscopy) (Philips Scientific PU 7000, Wielka Brytania) - aparatem
do analiz wielopierwiastkowych (z Laboratorium Srodowiskowego przy Zaktadzie Chemii dla
Rolnictwa (Instytut Technologii Nieorganicznej i Nawozow Mineralnych, Politechnika
Wroctawska). Spektrometr plazmowy jest wyposazony w monochromator typu Echelle prism
cross dispersion. Oznaczenia wykonuje si¢ w zakresie 200-820 nm.

Istota metody ICP jest wykorzystanie bogatego widma emisyjnego wzbudzonej
indukcyjnie plazmy argonowej w temperaturach w zakresie 6000-10000 K. Metoda ta polega
na pomiarze emisji nat¢zenia linii widma powstalego w indukcyjnie wzbudzonej plazmie
argonowej. Spektralna analiza emisyjna wykorzystuje promieniowanie elektromagnetyczne
wysylane przez probki poddane procesom wzbudzenia wywolanym najczesciej przez zrodta
termiczne. Widmo pierwiastka jest $cisle zwiazane z jego liczba atomowa, ktora determinuje
rodzaj i liczbe przejs¢ oraz ich energi¢, a w konsekwencji emitowane dlugosci fal
wykorzystywane przez optyczng spektroskopi¢ emisyjna.

- Powierzchnia sorpcyjna komorek

Powierzchni¢ sorpcyjna komoérek oznaczono z wykorzystaniem zaadaptowanej
metody oznaczania powierzchni wiasciwej gruntow [242]. W metodzie tej biekit metylenowy
postuzyt jako sorbat. Przyjeto, ze 1 g bigkitu metylenowego jest sorbowany przez 20,94 m’
[237] powierzchni sorpcyjnej mikroalg. Doktadno$é tej metody pozytywnie zweryfikowano
sorpcja gazowego azotu metoda BET”.

Zastosowano nastepujaca procedure: 0,15 cm’ przefiltrowanego roztworu blekitu
metylenowego o stezeniu 11,1 g/dm’ dodano do 50 cm® zawiesiny komorek. Po 30 minutach
inkubacji, probke przefiltrowano. Okreslono stezenie blekitu metylenowego metoda
spektrofotometryczna przy A=665 nm. Na podstawie ubytku stezenia barwnika, oznaczono
powierzchni¢ sorpeyjng komorek mikroalg.

6.9.3 Metodyka badawcza

- Doswiadczenia nad biosorpcjq jonéw metali

9 dzieki uprzejmosci Pana Prof. Z. Sadowskiego z Instytutu Inzynierii Chemicznej i Urzadzen Cieplnych,
Politechniki Wroctawskiej
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W doswiadczeniach nad biosorpcja trzech kationéw metali: Cr’*, Cd** oraz Cu**
wykorzystano cztery formy morfologiczne mikroalg Spirulina: R (liofilizat), H (forma
heterotroficzna), M (forma miksotroficzna), A (forma autotroficzna). Komoérki odwirowano
oraz przemyto 3-krotnie woda destylowana Nawazke¢ biomasy zawieszono w roztworze
modelowym o znanym, r6znym poczatkowym ste¢zeniu kationow. Inkubowano przez okres
czasu wystarczajacy do osiagnigcia stanu rownowagi (wyznaczony z dos$wiadczen
kinetycznych jako 30 minut) w danej temperaturze. Po ustaleniu stanu réwnowagi, biomasg
oddzielono od roztworu poprzez wirowanie. Supernatant oraz biomase zachowano do analizy
pierwiastkowej technikg ICP-AES.

- Oznaczenie grup funkcyjnych na powierzchni komorek mikroalg

Przeprowadzono miareczkowanie potencjometryczne powierzchni komérek mikroalg
w celu oznaczenia stalych dysocjacji kwasowej grup funkcyjnych o wlasciwosciach
kationowymiennych, znajdujacych si¢ na powierzchni $ciany komérkowe;.

Komorki oddzielono od pozywki hodowlanej poprzez wirowanie i przemyto
trzykrotniec woda dejonizowana, w celu usunigcia skiadnikow pozywki, ktére mogly sie
potaczy¢ z powierzchnia komoérek. Nastepnie komorki zawieszono w 20 cm’ wody
dejonizowanej, przez ktdra uprzednio przepuszczano argon przez 3 godziny, w celu usuniecia
rozpuszczonego CO,. Miareczkowanie prowadzono w specjalnej komorze, ograniczajacej
kontakt ~miareczkowanej zawiesiny z powietrzem  atmosferycznym. Nastepnie
przeprowadzono miareczkowanie 0,1 mol/dm’ NaOH i 0,1 mol/dm’® HCI (biurety
automatyczne Brand Birette Digital II). pH zawiesiny mikroalg zapisywano po dodaniu
porcji titranta, po ustabilizowaniu odczytu. Przeprowadzono kolejno miareczkowania:
(1)NaOH, (2)HCI, (3)NaOH, (4)HCI w celu sprawdzenia odwracalno$ci procesu. Po
miareczkowaniu zawiesing odwirowano i wysuszono do stalej masy w wysuszonych
probéwkach wiréwkowych, oznaczajac w ten sposob stezenie biomasy mikroalg.

- Potwierdzenie charakteru grup funkcyjnych - selektywna blokada chemiczna

W celu okreslenia charakteru grup funkcyjnych, dokonano ich selektywnej blokady [121].

Blokada grup karboksylowych i fosforanowych:
ok. 0,03 g komoérek zawieszono w 65 cm’ bezwodnego metanolu i 1,2 cm’ stezonego
kwasu solnego. Mieszaning reakcyjna mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowe;.
Biomas¢ oddzielono przez wirowanie i przemyto 5-krotnie woda dejonizowana. Komorki
zawieszono w 20 cm’ wody dejonizowanej i przeprowadzono miareczkowanie. Procedura
ta spowodowala estryfikacj¢ grup karboksylowych oraz fosforanowych. Reakcja

przebiegata zgodnie z rGwnaniem:
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H+
RCOOH + CH3;0H — RCOOCH; + H,O
Fi+
RPO,H + CH3;0H — RPOsCH;3; + H,O

Blokada grup aminowych:

ok. 0,03 g komorek zawieszono w 20 cm’ formaldehydu i 40 cm’ kwasu mréwkowego.

Mieszaning reakcyjna mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h. Dalej postgpowano

jak w przypadku blokady grup karboksylowych. Procedura ta spowodowala metylacje

grup aminowych. Reakcja przebiega zgodnie z rOwnaniem:

RCH;NH; + 2HCHO + 2HCOOH — RCH,;N(CHj3), + 2 CO; + 2 H,0

Zgodnie z zalozeniem, blokowanie grup funkcyjnych powinno doprowadzi¢ do obnizenia
wydajnosci biosorpcji, przy czym w przypadku blokowania grup karboksylowych i
fosforylowych przewiduje si¢ wigkszy udzial w wigzaniu jonéw metalu. Zdolno$¢ wigzania
jonow metalu przez grupy karboksylowe i fosforylowe powinna zosta¢ zablokowana na
drodze reakc;ji estryfikacji, a grup aminowych na drodze metylacji [121].
- Okreslenie stalych wiqzania jonow metalu do poszczegdlnych grup funkcyjnych obecnych
na powierzchni komorek mikroalg

Oznaczono wartosci statych powinowactwa jonéw metalu do poszczegdlnych grup
funkcyjnych. Przeprowadzono biosorpcj¢ miareczkowanych mikroalg, czyli okreslono wpltyw
pH na pojemnos¢ biosorpcyjna. Doswiadczenie to przeprowadzono dla wszystkich czterech
form morfologicznych komérek oraz dla jonéw Cr'”.

Odwirowang i przemyta biomase¢ alg zawieszono w roztworze zawierajacym ok. 2
meq/dm’ kationéw metalu. Nastepnie zawiesing miareczkowano 0,1 mol/dm® NaOH. Podczas
miareczkowania, po odnotowaniu wartosci pH, pobierano prébki o objetosci 2,5 cm® w celu
oznaczenia st¢zenia kationow metoda ICP-AES w roztworze.

- Desorpcja zwiqzanej z metalem biomasy

Zawierajaca jony metali biomas¢ odwirowano i przemyto trzykrotnie woda
dejonizowana (w ktorej zanalizowano stezenie kationéw) w celu usuniecia pozostatosci
roztworu. Nastgpnie, biomas¢ umieszczono w probOwce zawierajacej 1 cm’ czynnika
desorpcyjnego. Zastosowano dwa rézne eluenty: 0.01, 0.1 oraz 1.0 mol/dm’ kwas azotowy
oraz 0,1 mol/dm’ EDTA (sol sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego). Probki

inkubowano przez 30 minut w temperaturze 35 °C. Zawiesing odwirowano, supernatant i
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biomas¢ zachowano do analizy na zawarto$¢ kationow. Ilo§¢ zdesorbowanego metalu

okreslono na podstawie bilansu masy.

6.10 Bioakumulacja

Hodowle miksotroficzne (Cog=2.5 g/dm3 , [£32.7 W/m?) prowadzono w obecnosci
jonow Cr* w zakresie stgzeh poczatkowych (3-26 mg/kg) w mineralnej pozywce typu
Zarrouk z dodatkiem glukozy. Poczatkowo pobierano probki co 15 minut, nastepnie co 1-2 h.
Oznaczano te same wskazniki co w hodowli miksotroficznej bez jonéw metalu. Dodatkowo,
monitorowano stezenie jonow Cr .

- Rozpoznanie mechanizmu bioakumulacji

W celu okreSlenia udzialu etapu pasywnego i aktywnego bioakumulacji oraz
mechanizmu procesu, przeprowadzono analiz¢ w czasie zawartosci jonéw metalu w
roztworze, na powierzchni komoérek oraz w ich wnetrzu. Zawiesing komoérek (5 cm’)
pobierano podczas procesu bioakumulacji a nastgpnie odwirowano. Supernatant
wykorzystano do analizy wskaznikow hodowli oraz stgzenia jonéw Cr'* w roztworze.
Komorki inkubowano w 5 cm® 0.1 mol/dm® HNO, przez 5 minut. Kwas azotowy w takim
st¢zeniu powoduje catkowite odmycie jonéw metalu zwigzanych z powierzchnia komorki bez
ich destrukcji. Zawiesing odwirowano. W supernatancie oznaczono stezenie jonéw metalu,
natomiast komérki wykorzystano do oznaczania stezenia metalu w ich wnetrzu. Do biomasy
komoérek dodano 5 cm’ stgzonego HNO; i umieszczono w tazni wodnej (temperatura 60 °C)
na 15 minut. W takich warunkach komorki podlegaja catkowitemu roztworzeniu. Analiza

roztworu pomineralizacyjnego pozwolita na oznaczenie zawartosci metalu w komoérkach.

6.11 Oczyszczanie Sciekéw przemystowych
- Scieki

Przeprowadzono oczyszczanie przyktadowych rzeczywistych $ciekéw przemystowych
z zaktadéw produkujacych miedz oraz inne metale niezelazne. W procesie produkcyjnym
powstaja $cieki o niskim stopniu zanieczyszczenia i duzej objetosci (7000 m’/d). Dotychczas
zaklady prowadzily oczyszczanie metoda sedymentaciji osadu oraz korekcji pH, ale proces ten
okazat si¢ nieefektywny w usuwaniu pierwiastkow §ladowych. Scieki posiadaja jasno-zotty
kolor oraz zawieraja szeroka game zanieczyszczen w stezeniach sladowych (na poziomie
png/kg). Wigkszos¢ z tych zanieczyszczen jest obecna w stezeniu nizszym niz dopuszczalne.

Stwierdzono podwyzszony poziom rteci, kadmu, arsenu oraz azotu-amonowego.
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- Oczyszczanie sciekow

Proces prowadzono tak, by poniesione naklady byly mozliwie najnizsze, tzn. zastosowano
surowe $cieki bez wzbogacania w skladniki pokarmowe, nie stosowano sztucznego
naswietlania (I=1.24 W/m?). Oczyszczanie przeprowadzono w termostatowanym reaktorze
mieszalnikowym o objetosci roboczej 1 dm® (IKA LR 1000, Niemcy) (35 °C, 100 obr./min.)
przez 24 godziny. Inoculum stanowito 0.25 g liofilizatu komérek Spirulina sp. Pobrane
probki (10 cm’) odwirowano przez 10 min. przy 6000 obr./min. Przeprowadzono analizg
wielopierwiastkowa metoda ICP-MS (Varian UltraMass 700 Australia), azot-amonowy
oznaczono elektroda gazowa Orion 9512, USA. Stezenie rteci okreslono analizatorem AMA
254 (absorpcja atomowa), Czechy .
- Uklad separacji komorek

Proces mikrofiltracji zawiesiny komorek przeprowadzono w aparacie firmy Minitan

(wypozyczonej, dzigki uprzejmosci firmy Millipore, Polska). Wykorzystano dwie membrany
Durapore 0.2 um, kazda o powierzchni 60 cm®.
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7. HODOWLA BIOMASY

7.1 Hodowla autotroficzna

Swiatlo jest jedynym zrédtem energii w metabolizmie autotroficznym. W zaleznosci
od nat¢zenia stymuluje lub hamuje wzrost. Mimo, ze w literaturze traktowane jest jako
substrat, nalezy odnotowa¢ wazne réznice: natur¢ fizyczna, a nie chemiczna $wiatla oraz
zmienno$¢ jego natezenia w osrodku hodowlanym. Ze wzgledu na specyfike tego zrodia
energii, dla kazdego fotobioreaktora oraz dla kazdego szczepu mikroorganizméw w nim
hodowanych nalezy przeprowadzi¢ odrgbna dyskusj¢ nad wplywem s$redniego natezenia
swiatla (I;) oraz gradientu jego natezenia w poszczegélnych przekrojach reaktora (I(z)) na
wzrost komorek.

7.1.1 Natezenie swiatla w reaktorze

W hodowli mikroalg, $wiatlo jest absorbowane przez zawiesing komorek, skiadniki
pozywki oraz wode. W zwiazku z tym wystepuje profil natezenia $wiatla w zaleznosci od
drogi penetracji oraz stezenia biomasy (I(z,X(t)). Poszczegélne komorki alg podlegaja
dziataniu zmiennych warunkéw S$wietlnych: przemieszczaja si¢ pomiedzy regionami
afotycznymi (zbyt niskie do wzrostu natezenie $wiatta), fotycznymi (natezenie $wiatla
odpowiednie do wzrostu) oraz hiperfotycznymi (natgzenie $wiatta wywotujace fotoinhibicje)
[104, 200]. Jednoczesne istnienie stref catkowitej ciemnos$ci, limitacji, wysycenia oraz
inhibicji $wiattem wplywa na szybkos¢ wzrostu komorek. Szczegdlnie niebezpieczne jest
wystgpowanie stref hiperfotycznych.

W celu osiagnigcia maksymalnej produktywnosci, $wiatto o wysycajacym natezeniu
powinno by¢ w sposéb mozliwie homogeniczny dystrybuowane w calej objetosci
fotobioreaktora. Utrzymanie natgzenia $wiatta pomiedzy natezeniem krytycznym a
wysycajacym jest mozliwe, tylko gdy panuja warunki pelnego przemieszania, droga
penetracji Swiatla jest bardzo krétka, stezenie komorek bardzo niskie, czyli wtedy gdy strefy o
skrajnym natezeniu $wiatta zajmuja niewielki udziat objetosci reaktora, a komérki przebywaja
w nich odpowiednio krotko.

- Lokalne nateZenie swiatla

W fotobioreaktorze natezenie swiatta w kazdym jego przekroju poprzecznym jest inne

(I(z)). Dodatkowo, natezenie $wiatta zmienia si¢ w trakcie prowadzenia hodowli okresowe;.

Zatem, precyzyjne okreslenie warunkéw $wietlnych panujacych w reaktorze wymaga
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uwzglednienia, ze zmianom w czasie podlega profil natgzenia Swiatla, czyli nat¢zenie w
kazdym przekroju reaktora.
- Profil nateienia swiatla
Gdy prostopadtoscienny reaktor jest naswietlany z jednej strony, nat¢zenie Swiatla w
danym przekroju reaktora zmniejsza si¢ z odlegloscia oraz jako skutek absorpcji przez
zawiesing komorek w pozywce 1 (A(z),X(t)), co jest opisywane prawem Lamberta-Beera.
Natezenie $wiatta w odleglosci od naswietlanej powierzchni:
I(z)=I,e7*> (7.1.1)
W przypadku, gdy reaktor jest naswietlany dwustronnie (schemat reaktora przedstawiono na
Rys. 6.2.1), nat¢zenie $wiatlta (w danym przekroju) padajacego z dwoch naprzeciwleglych
scianek bedzie podlegac superpozycji:
1(2)= I, ™D 4 [ - =@ X2 (7.1.2)
Na Rys. 7.1.1 przedstawiono przykladowe profile nat¢zenia swiatta w reaktorze przy
$rednim natezeniu (7.1.3) =164 W/m® oraz 65.4 W/m’, X=0.3 g/dm’, co odpowiada
warunkom poczatkowym prowadzenia hodowli. Jako skutek namnozenia biomasy I(z) ulega
obnizeniu, a gradient natgzenia $wiatla staje si¢ wigkszy. Przykladowo, przy rozwazaniu
zmiany stezenia wszystkich komoérek (zywych i martwych) z 0.30 na 0.45 g/dm’, zmiana

nat¢zenia $Swiatla z I (przy naswietlanej dwustronnie $ciance, I(z=0) do I, (W centrum

I(O,X)—[(;:,X)
1(0, X)

reaktora, [(z=2.62 cm)) wynosi przy stezeniu komérek X=0.3 g/dm’ 6.2 %,

natomiast przy X=0.45 g/dm’ 13.0 %. Srednie natezenie $wiatla (7.1.3) ulega natomiast
obnizeniu (odpowiednio) z 16.4 na 14.0 W/m® oraz z 65.4 na 57.1 W/m?, czyli ok. 14 %.
Dlatego zaréwno zmiany Sredniego natgzenia $wiatla jak i jego dystrybucji w reaktorze

podczas hodowli powinny mie¢ wptyw na jej przebieg.
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Profil natgzenia Swiatfa w reaktorze: lokalne natezenie $wiatta (1) w funkcji potozenia w reaktorze (z)
przy 1$r=16.4 W/m2 (I$cianka=11.5 W/m2, |ssanka Z 2 Stron=17.05 W/m2, I$rodek=16.00 W/m2) oraz
I$r=65.4 W/m2 (IScianka=45.9 W/m2, Iscianka Z 2 Stron=68.20 W/m2, I$rodek=64.00 W/m2); X=0.3
g9/dm3 oraz 0.45 g/dm3; (L) - lewa Scianka, (P)-prawa $cianka

- Koncepcja sredniego nateZenia swiatla

Opisujac hodowle¢ mikroalg istotne jest okreslenie, czy komorki mikroalg odbieraja
gradient nat¢zenia swiatla, czy jedynie zmiang Sredniego natezenia w czasie. Nalezy rowniez
sprawdzi¢, czy nat¢zenie $wiatta mozna uzna¢ za parametr staly podczas calej hodowli. W
literaturze dyskusj¢ warunkow $wietlnych najczesciej pomija si¢ i upraszcza, podajac jedynie
natgzenie $Swiatla padajacego na naswietlang powierzchni¢ [104]. Takie podejécie ma sens
tylko przy bardzo niskim stezeniu komorek i krotkiej drodze penetracji $wiatta oraz odnosi sie
tylko do konkretnej konstrukcji reaktora.

Z doniesien literaturowych wynika, ze komorki mikroalg posiadaja tolerancje na
chwilowe, pulsacyjne zmiany w nat¢zeniu $wiatta [103]. Metabolizm komérkowy jest na tyle
wieloetapowym i ztozonym procesem, ze posiada inercje. Komorki akumuluja pewng iloé
energii (faza jasna fotosyntezy), co umozliwia kontynuowanie procesu fotosyntezy gdy
komoérka wchodzi w obszary o zbyt niskim do wzrostu I (faza ciemna fotosyntezy). W
literaturze podaje si¢ opisy doswiadczen w ktorych okreslono wptyw czestotliwosci blyskow
Swiatta na szybkos¢ wzrostu komorek. Literatura donosi, ze istnienie $wietlno-ciemnych cykli
0 czasie trwania 10-100 s moze mie¢ znaczny wpltyw na wydajnos¢ wykorzystania energii
swietlnej, podczas gdy czas trwania pulséw krotszy niz 10 s (w reaktorach o drodze penetracji
Swiatta < 400mm) nie wplywa na obserwowana srednia szybko$¢ wzrostu komdrek
(fotoaklimacja lub integracja swietlna) [114]. W zwiazku z tym, w niniejszej pracy, w
reaktorze o krotkiej drodze penetracji $wiatta (< 300 mm) i pelnym przemieszaniu przyjeto,

ze natezenie Swiatla w reaktorze jest stale w kazdym jego przekroju, natomiast natezenie to
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zmienia si¢ W czasie wraz z przyrostem stgzenia komorek. Takie podejscie opiera si¢ na
zatozeniu, ze przy odpowiedniej dynamice plynéw, czas przebywania kazdej komorki w

kazdym potozeniu jest bardzo krétki, a komorki odbieraja natezenie $wiatla jako srednie,

rowne sredniej z lokalnych jego natezen [200] : u= 7(/).
Srednie natezenie $wiatta (usrednione wzgledem z: (I(z,X(t)) sprowadzono do I(X(t))) w

reaktorze okreslono jako srednig catkowa:

L
J‘] (2)dz 5
7 0 I, ~(wX-z) ~(wX-(L-Z))
Igr=1(2)=ﬁ-~*=—_[e +e dz =
L L i (7.4.3)
[0 {e -2LoX (’_e—Lu_Y +—e -2LaX ) _ e—],u,\' (1 _ e—LuX )}
LoX

Na podstawie (7./.3) okreSlono wplyw natgzenia $wiatla na naswietlanej $ciance
reaktora oraz stgzenia komérek na warto$¢ $redniego natezenia $wiatta (Ig) (Rys. 7.1.2) w
skonstruowanym reaktorze (a=45.7 dm3/gm, L=0.0525 m). Wspotczynnik absorpcji a
osrodka, obejmujacy absorpcj¢ przez biomase, skiadniki pozywki oraz wode, wyznaczono
doswiadczalnie. Poniewaz I (substrat fizyczny) bedzie podlegaé zmianom w trakcie trwania
hodowli okresowej, mozna doszukiwaé si¢ tu analogii $wiatto-substrat: natezenie $wiatla

(podobnie jak stezenie substratu chemicznego) zmniejsza si¢ na skutek przyrostu biomasy.

Isrednle [Wlm 2]

X [g/L] lo Wim 2]

Rys. 7.1.2
Wplyw stezenia komérek (X) oraz natezenia $wiatta przy pojedynczej, jednostronnie naswietlanej
sciance reaktora (lg) na $rednie natezenie $wiatla (ler)
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- Okreslenie warunkow swietlnych panujgcych w reaktorze w hodowli autotroficznej

Hodowle autotroficzne przeprowadzono w zakresie natg¢zenia $wiatlta 8-65 W/m®
($rednie natezenie poczatkowe). W Tabeli 7.1.1 przedstawiono wartosci nat¢zenia Swiatla
przy jednostronnie naswietlanej $ciance (Ip) oraz srednie natgzenie Swiatta (Is) w reaktorze
przy réznym st¢zeniu komorek 0.3-0.6-1.8 g/dm3 . W przeciwienstwie do I, Iy jest wielkoscia
niezalezna od ste¢zenia biomasy, a wigc stala w trakcie trwania hodowli, a charakteryzujaca
ilo$¢ $wiatta emitowang przez kazda z dwdch naswietlanych $cianek reaktora.

Hodowle zaszczepiano kazdorazowo liofilizatem komorek mikroalg, w ktorym stopien
reaktywacji (oznaczony poprzez wielokrotne pasazowanie hodowli w fazie wzrostu) wynosit
53 %. Wobec tego w hodowli sa obecne komorki zywe oraz niezywe. Do okreslenia
szybkosci wzrostu wzigto pod uwage komdrki zywe, natomiast przy rozwazaniu profilu
$wiatla w reaktorze uwzglgedniono sumg st¢zenia komorek zywych oraz niezywych, poniewaz
$wiatlo podlega absorpcji przez oba rodzaje komorek. Poszczegolne hodowle opisywano
poprzez podanie wielko$ci sredniego natezenia $wiatha przy X=0.3 g/dm’ (Tabela 7.1.1).

Tabela 7.1.1
Natezenie swiatta przy jednostronnie naswietlanej $ciance (o) oraz Srednie natezenie $wiatta w
reaktorze przy roznym stezeniu komorek I,

natezenie Swiatta przy Srednie natezenie sSwiatla w reaktorze lsr [W/m?]
Lp. jednostronnie przy X=
naswietlanej Sciance 0.3 g/dm® 0.6 g/dm® 1.8 g/dm®
lo [W/m’]
1 57 8.2 6.1 26
2 11.5 16.4 12.2 5.2
3 17.2 245 18.2 7.9
4 22.9 32.7 243 10.5
5 28.7 40.9 30.4 13.1
6 344 49.0 36.4 15.7
7 40.2 57.2 425 18.3
8 459 65.4 48.6 20.9
L/2l0 0.713 0.530 0.228

7.1.2 Kinetyka wzrostu mikroorganizmow

Wartosci wskaznikow statycznych u mikroalg Spirulina sp. zaleza od parametrow
hodowli. W zwiazku z tym teoretyczne rozwazania stechiometryczne nie beda w tym
przypadku wystarczajace do ich wyznaczenia. Konieczne zatem bylo przeprowadzenie prac

cksperymentalnych w celu okreslenia wplywu parametréw hodowli na wielkosci statyczne.
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- Dane kinetyczne

Na Rys. 7.1.3-7.1.6 przedstawiono dane kinetyczne z przebiegu przyktadowych
hodowli (Ig=24.5 - limitujace natg¢zenie $wiatla oraz 49.0 W/m® - wysycajace natezenie
$wiatta (limitujace oraz wysycajace nat¢zenie swiatla bedzie dyskutowane w dalszej czgsci
pracy, w rozdziale Model wzrostu biomasy w hodowli autotroficznej, Rys. 7.1.7a)), podczas
ktorych monitorowano st¢zenie zywych komorek (X) (Rys. 7.1.3), catkowite st¢zenie
komorek (Rys. 7.1.4), azotu azotanowego (cn) (Rys. 7.1.5), dwutlenku wegla (cco,) oraz pH
(Rys. 7.1.6a). Tabele 1 wykresy z pozostatych hodowli znajduja si¢ w zataczonym do pracy
dysku CD-ROM (plik autotrof.xls).
- Analiza krzywej wzrostu

Na podstawie analizy krzywych wzrostu (Rys. 7.1.3 oraz autotrofxls) odnotowano
niskie konicowe stezenie biomasy - nie przekraczajace 0.5 g/dm’ (Rys. 7.1.3). Lag faza nie jest
widoczna, faza wzrostu logarytmicznego trwa krétko (mniej niz 24 h). Nastepnie hodowla
wchodzi w fazg stacjonarna i obumierania. Hodowla autotroficzna cechuje si¢ niska
szybko$cia wzrostu komorek. Tak niskie szybkosci wzrostu oraz niskie stezenia komorek sa
Jednak typowe dla mikroorganizméw fotosyntetycznych, w szczegolnosci dla Spirulina.
Uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi [96, 103, 104, 155, 156, 309].

Niewielki przyrost biomasy wynika z blokady o naturze fizjologicznej. Podjeto probe
wyjasnienia mechanizmu blokady w oparciu o biologi¢ komorki. Problem przedyskutowano
Jedynie skrotowo*, gdyz temat ten wykracza poza zakres niniejszej pracy.
- Analiza zmian warunkow S$wietlnych

Namnazaniu biomasy towarzyszy zmiana profilu nat¢zenia $wiatta i w konsekwencji
zmiana jego Sredniego natgzenia w czasie. Jest to skutek zwigkszonej absorpcji $wiatla
spowodowanej nawet niewielkim w warunkach autotroficznych przyrostem biomasy (Rys.
7.1.4). Hodowla przy 14=24.5 W/m’ lezy w obszarze limitujacego natgzenia $wiatta (Rys.
7.1.3), natomiast hodowla przy I=49.0 W/m’ - w obszarze wysycajacego natezenia, w
ktorym komérki rosna z wigksza szybkoscia i osiagane jest wyzsze kofcowe st¢zenie
komoérek. Gdy hodowla wchodzi w faze obumierania (stezenie komorek zmniejsza si¢, jako
skutek lizy), I nieznacznie ro$nie (w fazie obumierania absorbancja Asg, stuzaca jako
narzedzie wyznaczania stg¢zenia komorek, maleje w czasie) (Rys. 7.1.4). W hodowli
autotroficznej zmiany w stezeniu biomasy byly na tyle niewielkie, ze nie stwierdzono duzych
roznic w I;; oraz wielkosci gradientu. Zatem przyjecie sredniego natgzenia $wiatla wydaje sie

w pelni uzasadnione.
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* Orientacja mikroalg w warunkach Swietlnych

Odpowiednia reakcja organizmoéw zywych, zwlaszcza roslin oraz mikroorganizméw fototroficznych na
warunki §wietlne ma fundamentalne znaczenie w ich wspotzawodnictwie o przezycie [7, 8].

Widzenie jest definiowane w znaczeniu ogélnym jako absorpcja swiatla i konwersja na sygnat
wykorzystywany w procesach zyciowych [4]. Jest to zdolno$¢ odbierania przez organizmy zywe informacji o
$wiecie otaczajacym za po$rednictwem uksztaltowanych bodzcow sSwietlnych [1, 9]. Wiasciwosci $wiatla
wykorzystywane do tego celu to: natezenie, polaryzacja, barwa oraz kierunek padania. Jednokomorkowe algi, w
szczegolnosci Chlamydomonas, Haematococcus, Dunaliella, Volvox oraz Spirulina znajduja si¢ wsrod
najmniejszych organizméw zdolnych do odbierania bodzcow Swietlnych [6]. Za pomoca czasteczek
fotoreceptorow, monitoruja nat¢zenie oraz jako$¢ Swiatta w ich Srodowisku zycia [3]. Odpowiednie
umiejscowienie fotoreceptorow na komorce oraz system optyczny zapewniaja precyzyjne odczytanie kierunku
padajacego $wiatla. Uklad optyczny jest zbudowany z warstw bogatych w karotenoidy globuli lipidowych
upakowanych heksagonalnie i odbijajacych, interferujacych oraz absorbujacych $wiatlo [12]. Fotoreceptory
ukierunkowane sa glownie na absorpcje niebieskiego, zielonego oraz czerwonego swiatla [5], gdyz takie
swiatlo jest wykorzystywane w procesie fotosyntezy [2]. Absorpcja przebiegajaca w pasmie (pod)czerwonym
oraz zielonym widma $wiatla widzialnego, powoduje izomeryzacje: fotochemiczne przejscia cise>trans. W
przypadku Spirulina sp. przejscia takie przebiegaja w karotenoidach [5], ktorych zawartos¢ w komorce sigga
0.2%[11].

Cyjanobakterie wyksztalcily szereg strategii adaptacyjnych, umozliwiajacych przezycie gatunku [13]. W
szczegolnosci dotyczyly one swiatla, jako podstawowego zrodia energii i reakcji na nie: odpowiedzi
fototaktycznych, fotokinetycznych oraz fotofobicznych [4], ulatwiajacych gatunkowi przetrwanie w warunkach
naturalnych, ale znacznie utrudniajacych ich masows produkcje, w ktorej dazy sie do uzyskania wysokich
finalnych stezen biomasy. Juz dawno zauwazono, ze stezenie komorek Spirulina sp. nie przekracza 0.4-0.6 g
s.m./dm’ w hodowli okresowej. W warunkach naturalnych bowiem (w jeziorach), przy takim stezeniu biomasy
swiatlo jest catkowicie absorbowane po przejsciu przez 4-6 cm zawiesiny komorek (efekt samozacieniania).
Podjeto szereg prob zmian w konstrukcji reaktoréw, minimalizujac droge penetracji $wiatla [10]. Nie
spowodowalo to jednak zwigkszenia koficowego st¢zenia biomasy, a jedynie doprowadzilo do zwigkszenia
szybkosci jej przyrostu. Odkryte w ostatnich latach mozliwosci wzrostu hetero- oraz miksotroficznego komorek
otworzyly nowe perspektywy w zakresie zwigkszenia produktywnosci biomasy Spirulina sp.

[11 Ahmad M., Seeing the world in red and blue: insight into plant vision and photoreceptors, 1999, Curr.
Opin. Plant. Biol., 2, 230-235

[2] Gilbert P.M,, Pitcher G., Global Ecology and Oceanography of Harmful Algal Blooms, 2001, SCOR/IOC,
Baltimore, 47-48

[3] Hader D.P., Kumar HD., Smith R.C., Worrest R.C., Effects on aquatic ecosystems, 1998, J. Photoch.
Photobio. B., 46, 53-68
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[6] Kondo T., Ishiura M., The circadian clocks of plants and cyanobacteria, 1999, Trends Plant Sci., 4(5),
171-176
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Econ., 29, 183-202

[9] Pigliucci M., How organisms respond to environmental changes: from phenotypes to molecules (and vice
versa), 1996, TREE, 11(4), 168-173

[10] Richmond A E.,Handbook of Microalgal mass Culture, CRC Press, Boca Raton, FL, 1986, 285-318.

[11] Sarada R., Pillai M.G., Ravishankar G.A., Phycocyanin from Spirulina sp.: influence of processing of
biomass on phycocyanin yield, analysis of efficacy of extraction methods and stability studies on
phycocyanin, 1999, Process Biochem., 34, 795-801

[12] Sinha R.P., Klisch M., Groniger A., Hader D.P, Ultraviolet-absorbing/screening substances in
cyanobacteria, phytoplankton and macroalgae, 1998, J. Photochem. Photobiol. B., 47, 83-94
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Hodowla podlegata fotoperiodowi 12:12 (niebieskie pola na Rys. 7.1.3-7.1.6
oznaczaja czas ciemno$ci). W okresie ciemnym przyrost biomasy nie powinien by¢
dostrzegany. Nie znaleziono jednak eksperymentalnego potwierdzenia tej hipotezy (Rys.
7.1.3). Wynika stad, ze w fazie jasnej] komodrki magazynuja wystarczajaca ilos¢ energii
swietlnej w postaci wysokoenergetycznych zwiazkéw chemicznych (ATP, NADPH) do
zachowania ciaglosci metabolicznej: kontynuowania przyrostu biomasy (czyli fazy ciemnej),
bedacej asymilacja dwutlenku wegla i synteza biomasy (cykl Calvina). Gdy hodowle
naswietlano w sposob ciagly (przez 24 h), nastapito rozprzezenie fazy jasnej i ciemnej, efekt
fotoinhibicji 1 w konsekwencji obumarcie hodowli. Okres ciemnosci jest zatem niezbedny w

hodowli Spirulina sp.

- Analiza zmian stezen substratow: Zrodia wegla oraz azotu
W prowadzonych hodowlach autotroficznych, konsekwencja malego przyrostu

biomasy byto niewielkie wykorzystanie substratow (azotany, CO,) (Rys. 7.1.5-7.1.6a).
Zar6wno zmiany w stezeniu azotu-azotanowego (Rys. 7.1.5), jak i CO, (Rys. 7.1.6a) sa
nieznaczne: odpowiednio ok. 20 % i 30 %. Mozna w zwiazku z tym przypuszczaé, ze
zarowno COo, jak 1 azot azotanowy w standardowej pozywce autotroficznej sa powyzej stezen
limitujacych.

Zaobserwowano, ze w hodowli autotroficznej w obecno$ci wodoroweglanéw,
pozywka podlegata alkalizacji (Rys. 7.1.6b): mikroalgi wprowadzaty do wnetrza komorki
CO, w postaci gazowej [303], przesuwajac rownowage reakcji: HCO; < CO,+0H" .
Najbardziej intensywna alkalizacja (pH rosnie z 7.8 do 9.2) zwiazana z konsumpcja CO, ma

miejsce w fazie wzrostu. Gdy hodowla przestaje rosna¢ (Rys. 7.1.3), konsumpcja CO, ustaje
(Rys. 7.1.6a), a pH stabilizuje si¢ (7.1.6b).
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- Specyficzna szybkosé wzrostu
Szybkos¢ przyrostu biomasy mikroorganizméw jest najczgsciej wyrazana jako

szybkos$¢ specyficzna (wlasciwa) (7.1.4-7.1.5), w obszarze fazy wzrostu logarytmicznego.
Yry _1d¥

Sy _ 7.1.4

YT xa A
d1n(X)

_ 7.1.5

=" ek

Stwierdzono, ze hodowla w fazie wzrostu logarytmicznego rosnie z maksymalng
szybkoscia w danej hodowli (przy danym I) (), zmienia si¢ natomiast wraz ze zmiang
$redniego natezenia Swiatla w czasie ().

Na Rys 7.1.7a przedstawiono zaleznos¢ p,=f(Is;) dla metabolizmu autotroficznego, na
ktorym mozna rozréznic¢ 3 obszary wzrostu:

1. o limitujacym natg¢zeniu $wiatta (pm<{max) ,
2. o wysycajacym natgzeniu $wiatla (Um=Mtmax),
3. o fotoinhibujacym nate¢zeniu $wiatta (pm<{imax)-

W obszarze I, Zwigkszanie I powoduje zwigkszenie p,, ale tylko do momentu
osiagnigcia wysycajacego natezenia $wiatta (dla tych badan jest to wartos¢ 27 W/m?),
powyzej ktorego i, poczatkowo si¢ stabilizuje (osiagajac warto$¢ maksymalna, pmax) (obszar
2), a nastgpnie maleje (fotoinhibicja) po przekroczeniu krytycznego nat¢zenia $wiatla (50
W/m®) (obszar 3). Mozna zatem stwierdzié, Zze odpowiednic do wzrostu w hodowli
fotoautotroficznej natezenie $wiatha to 30-50 W/m®.

Proces fotosyntezy ma natur¢ fotochemiczng, a na podstawie prawa Einstein’a
rownowaznikow fotochemicznych, 1 foton prowadzi do jednego zdarzenia fotochemicznego.
Szybkos¢ fotosyntezy, powinna by¢ zatem proporcjonalna do szybkosci absorpcji energii
$wietlnej przez komorki az do osiagnigcia wysycajacego natgzenia $wiatta [200].

Wystepujaca powyzej I krytycznego fotoinhibicja to skutek ekspozycji komérek na
zbyt wysokie natezenie $wiatla. Z czasteczek chlorofilu (jako efekt absorpcji zbyt wielu
fotonéw) zostaje wybitych zbyt wiele wzbudzonych elektronéw, by mogly byé odebrane
przez tancuch transportu elektrondw i wykorzystane do syntezy wysokoenergetycznych
zwigzkow (ATP, NADPH). Wzbudzone elektrony reaguja z produktem fotolizy wody:
tlenem, prowadzac do powstania zabdjczych dla aparatu fotosyntetycznego i catej komorki,
wysokoreaktywnych rodnikéw tlenowych. Organizmy fotosyntetyczne musza bilansowaé
procesy dostarczania i konsumpc;ji energii, w celu podtrzymania maksymalnego poziomu jej

konwersji 1 uniknigcia nadmiaru zaabsorbowanej energii w stosunku do ilosci wykorzystane;
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lub rozproszonej. Konsekwencja jest zniszczenie komorki [185] (tzw. ,.zatrucie redoks
fancucha transportu elektronow”). Zatem hodowli nie nalezy prowadzi¢ w obszarze 3,
poniewaz wowczas mimo wysokich nakladow energetycznych (w postaci $wiatla) szybko$¢
wzrostu biomasy bedzie niewielka.
- Model wzrostu biomasy w hodowli fotoautotroficznej
Literatura proponuje wiele modeli ciaglych wiazacych natgzenie $wiatla ze
specyficzng szybkoscia wzrostu (4.2.2-4.2.19) [98, 114, 155, 156]. Empiryczny charakter
ogranicza uniwersalno$¢ ich stosowania dla réznych szczepdw mikroorganizméow. Zgodnie z
przewidywaniami, modele literaturowe nie opisywaly wzrostu badanego szczepu Spirulina w
sposob zadowalajacy. Zaproponowano nowa, zaleznos¢ p, w funkcji Is; (7.1.6). Na podstawie
analizy zaleznosci pn=f(Is) (Rys. 7.1.7), stwierdzono wyst¢gpowanie trzech wyraznie
ograniczonych obszarow. Z tej przyczyny zdecydowano si¢ na model opisujacy oddzielnie
rozpatrywana funkcj¢ w tych trzech obszarach: o 1) limitujagcym, 2) wysycajacym, 3)
inhibujacym natezeniu swiatta (Rys. 7.1.7a):
1. Zgodnie z prawem rownowaznikow fotochemicznych Einstein’a, pu~Ig: pm=7.9610"
Yol [h].
2. Istnieje pewne wysycajace natg¢zenie $wiatla powyzej ktorego zwigkszanie I nie
spowoduje zwiekszenia p, (tu: 27 W/m®): po=pma—=const=0.0242 [h].
3. Powyzej krytycznego I (tu: 52 W/m?) wystepuje zjawisko inhibicji: p,, jest odwrotnie
proporcjonalne do I py=-6.6010"*I;+5.73¢107 [h'].

( ) (7.1.6)
0.000796 -1, dla 1,8, 27W/m*)

pt =10.0242 dla  I,e(27, 52W/m*)}

—0.000660- 7, +0.0573 dla  I,(>520/m?)

W literaturze nie spotkano si¢ z wykorzystaniem krzywych lamanych do opisu
szybkosci wzrostu w metabolizmie fotoautotroficznym. Krzywa lamana umozliwia
Jednoczesne pozostanie w zgodzie z prawem réwnowaznikéw fotochemicznych Einstein’a,
uwzglednia istnienie plateau w obszarze wysycajacego natgzenia $wiatla oraz wystepowanie
fotoinhibicji powyzej krytycznego natezenia. Ciagla krzywa opisujaca proces miataby bardzo
sztuczny charakter i nie odzwierciedlalaby natury procesu, uniemozliwiajac wyrazne

rozroznienie tych trzech obszarow.
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Wptyw Sredniego natezenia Swiatlta na specyficzng szybko$¢ wzrostu (a) model wzrostu mikroalg,
wigzgcy | z ym, (na podstawie rownania 7.1.6) oraz poréwnanie wiasnych danych doswiadczalnych z
danymi literaturowymi

7.1.3 Statyka wzrostu mikroorganizmow

Przez statyk¢ w hodowli mikroalg rozumiane sa wszystkie wskazniki niezalezne od
czasu, w szczegolnosci sktad komorek oraz ich wartos¢ opatowa, wydajnos¢ wykorzystania
substratow chemicznych (CO,, azot azotanowy) i fizycznych ($wiatlo) oraz stezenie
komorkowe barwnikow fotosyntetycznych.
- Sktad komdrek oraz wartos¢ opatowa biomasy

Oznaczono sktad komérek fotoautotroficznych biomasy Spirulina (analizatorem

pierwiastkowym COHNS):
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CH; 7300.38No.18S0.10 (Mc-mor=28,5 g/C-mol)
Sktad weglomola jest zblizony do danych literaturowych [103] w ktérych podaje sig sktad
Spirulina jako: CH; 6700.44No20, CH1.6500.531N0.17
Przedstawiajac sklad biomasy w postaci CHyOcNaS., stopien redukcji, bedacy miarg
liczby dostepnych elektrondw w weglomolu biomasy, opisa¢ mozna nastgpujacym wzorem:
vx = 4tb-2c-3d-2e= 4,23
Literatura podaje wartosci bardzo zblizone (odpowiednio): 4.19 1 4.22 [103].

Energia swobodna biomasy [kJ/g] to teoretyczna ilo$¢ energii zmagazynowana w biomasie
(7.1.7):

o] =_0X3’q° ~168 kJ//g (7.1.7)

Jest to jedynie teoretyczna zalezno$¢ obrazujaca bardziej energi¢ swobodng zmagazynowana
w biomasie, niz energi¢ ktora mozna by uzyska¢ podczas jej spalania. Pomiar wartosci
opatowej (analiza termograwimetryczna) wykazal nieco nizsza wartos¢ rzeczywista 14.4 kJ/g.
Obliczona energia nie uwzglednia bowiem dodatkowych procesow endotermicznych
zachodzacych w trakcie spalania komorek (np. odparowania wody).
- Wydajnos¢ syntezy biomasy wzgledem substratow: azotu i CO;
Z zaleznosci X=f(S) (7.1.8) [262]
dej

Yy om %:Z—:’ (7.1.8)
wyznaczono obserwowany wspolczynnik wydajnosci biomasy wzgledem azotu (Yxn) (Rys.
7.1.8) oraz CO; (Yxico2) (Rys. 7.1.9). Jezeli caly azot zostaje wbudowany w biomase,
wowczas Yxn wynosi 11.3. Poniewaz w rzeczywisto$ci wartosci wspolczynnika sa nizsze,
mozna postulowa¢ zachodzenie procesu denitryfikacji. Wspdlczynnik Yxco, moze
maksymalnie przyjmowac warto$¢ 0.65. Wartosci tego wspdtczynnika sa jednak wielokrotnie
nizsze, co moze swiadczy¢ o stratach CO,. Zauwazono, ze wspdtczynnik wydajnosci biomasy
wzgledem azotu rosnie ze wzrostem natgzenia $wiatla, natomiast nie odnotowano wplywu
tego parametru na wspotczynnik Yxco (Rys. 7.1.9).

Wspotczynnik wydajnosci biomasy wzgledem substratu nie jest tozsamy ze stopniem
wbudowania substratu w biomas¢ (Tabela 7.1.2). Zaréwno stopien konwersji azotu-
azotanowego, jak i CO, wynosi ponizej 20 %. Wywolane jest to stratami N, (denitryfikacja)
oraz CO, do atmosfery.
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Yxico2 W zaleznosci od natezenia $wiatta
Tabela 7.1.2

Przyktadowe wspdfczynniki wydajno$ci biomasy wzgledem azotu i CO, oraz stopieri wbudowania

l¢; 24.5 W/m*

ls; 49.0 W/im*

% wbudowania

% wbudowania

[Yg)lugs] substratu [:’Iugs] substratu
[%] [%]
azot 1.60 14.2 1.86 16.4
CO, 0.103 15.9 0.121 18.7

- Wydajnosé bioenergetyczna

Okreslenie wydajnosci bioenergetycznej postuzylo jako

narzedzie do analizy

efektywnosci wykorzystania $wiatla jako zrodla energii do syntezy biomasy. Spotkano sie z



7. Hodowla biomasy 84

dwoma metodami wyznaczania wspotczynnikow bioenergetycznych u mikroorganizméow

fotosyntetycznych:
symbol wzor jednostka charakterystyka
masa komorek wyhodowanych w
) L . stosunku do ilosci energii dostarczonej w
A 4 AX , [masa biomasy/ilos¢ dostarczonej o
Y b postaci $wiatla, wystarczy okresli¢ ile

@ J.A-t  energii Swietlnej]; [g/kJ]; [179-182]
biomasy zostato namnozone w danych

warunkach swietlnych

[ilos¢ energii swobodnej zwigzanej stosunek energii swobodnej
w biomasie/ilos¢ dostarczone;j wyprodukowanej biomasy do ilosci
I(Atem,et k t’:om = 7. 2 ; energii swietlnej]; [kJ/kJ] - dostarczonej energii; niezbedna jest
wspolczynnik bezwymiarowy [96, znajomos¢ sktadu elementarnego
103, 104, 155, 156, 309] komorek.

Przyktadowo, teoretyczna wydajno$é to k” eore=(0.14%16.8)/27.1=8.7 % (wykorzystuje
teoretyczna entalpie spalania), rzeczywista ke, =(0.14%14.4)27.1=7.4 % (opiera si¢ na
doswiadczalnej entalpii spalania), natomiast Y, =0.14/27.1=5.17*10" g biomasy/kJ.
Warto$¢ ta jest podobna do wyznaczonej przez Marquez i in. [182] (4.33-6.20 107 g
biomasy/kJ).

Na Rys. 7.1.10a przedstawiono zaleznos¢ wspétczynnika Y% (wydajnosci
bioenergetycznej w hodowli fotoautotroficznej) od $redniego nat¢zenia $wiatta, natomiast na
Rys. 7.1.10b wartosci bezwymiarowego wspotczynnika Kot 0d nat¢zenia Swiatla oraz
poréwnano z wynikami literaturowymi. Zaobserwowano wykladniczg zaleznos$¢ Kieore=f(Is):

k,,. =oexp(-Bl,)=0.186exp(-0.034/ ) (7.1.9)

teoret
Podobne wyniki uzyskat Yokota i in. [309]: =0.268, =-0.022.

Najwyzsza wydajnos¢ bioenergetyczng zaobserwowano przy niskim Ig=11.5 W/m®
Kieoret=0.14. Warto$¢ tego wspolczynnika jest 7 razy wyzsza niz obserwowanego przy I
=45.9 W/m®. Kieore=0.02 (Rys. 7.1.10).

Stwierdzono, ze réznice w wydajnosci bioenergetycznej w zaleznosci od natezenia
swiatta maja zwiazek z produkcja pigmentoéw, ktdre biora udzial w procesie fotosyntezy.
Tylko niewielka czg$¢ energii Swietlnej jest wykorzystywana do wzrostu (2-16 %), pozostata
jest tracona, gtéwnie w postaci ciepta lub wykorzystywania do podtrzymywania oraz innych
nie zwigzanych ze wzrostem aktywnosci metabolicznych.

Im wyzsze nat¢zenie Swiatla (im wigcej dostgpnej energii) tym nizsza efektywnosé
Jego wykorzystania i tym nizsze stgzenie komérkowe chlorofilu. Nalezy pamigtaé réwniez o

niszczacym wplywie zbyt duzego strumienia fotondw na komorki. Synteza mniejszej ilo$ci



7. Hodowla biomasy

chlorofilu przy wyzszym [ jest dzialaniem ochronnym przed foto-zniszczeniem aparatu
fotosyntetycznego oraz komorki przez rodniki tlenowe powstate jako skutek zbyt duzego
strumienia kwantow $wietlnych.
Dlatego hodowl¢ autotroficzna nalezy prowadzi¢ tak, by zaréwno szybko$¢ wzrostu
oraz wydajnos¢ wykorzystania energii byly mozliwie najwigksze (w tym przypadku I
powinno by¢ w zakresie 30-40 W/m?)

0.16

: 0.14
0.12
0.10
0.08

0.06

YA [102+gX/kJ]

0.04

0.02
“o. YkJA (L)

0 0.00
0 10 20 30 40 50 60 70 oL k(P)

Iy, Wim 2]
a)

Wspotczynnik wydajnosci bioenergetycznej Yy, [g X/kJ] oraz bezwymiarowy wspotczynnik k w
zaleznosci od natezenia Swiatta

¢ wilasne dane dosw.

02 m [155]
A [156]
0.15 -
e [309]
“30.1 B ¥= 1~86€016'335E'02’ Wykt. (wlasne dane
R =8.26E-01 4
0.05 - - - -3&9%)([309])
0 | | | ' | — = Wykl. ([156])
0 20 40 60 80
Iy [W/m®|
(b)

Bezwymiarowy wspdlczynnik wydajno$ci bioenergetycznej w zaleznosci od natezenia $wiatta w
poréwnaniu do danych uzyskanych przez innych autoréw dla Spirulina
Rys. 7.1.10
Wptyw natezenia Swiatta na wspotczynniki wydajno$ci bioenergetycznej
- Barwniki fotosyntetyczne

W literaturze [122] najczgsciej podawanym kryterium jakosci komérek mikroalg jest

zawarto$¢ pigmentOw. Majac na uwadze, ze w niniejszej pracy biomasa jest namnazana do
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celow biosorpcyjnych, produktem bgdzie nie tyle sama iloS¢ biomasy, czy zawartos¢
barwnikow fotosyntetycznych, ale pojemnos$¢ biosorpcyjna komorek, czyli liczba miejsc
wigzacych jony metali ci¢zkich. Bedzie to szerzej dyskutowane w rozdziale 8.

Analiza stezenia chlorofilu, bioracego czynny udzial w absorpcji energii $wietlnej
pozwoli na lepsze zrozumienie metabolizmu autotroficznego, gdyz chlorofil jest
katalizatorem procesu fotosyntezy.

Z Rys. 7.1.11 przedstawiajacego zaleznos¢ zmian st¢zenia chlorofilu w zaleznosci od
natezenia S$wiatla wida¢, ze im wyzsze nat¢zenie $wiatla tym mniej barwnikow
fotosyntetycznych w komorce autotroficznej, co znajduje odzwierciedlenie w zmniejszeniu
Y ze wzrostem I (Rys. 7.1.10 a). Uzyskane wyniki sa analogiczne do prezentowanych w
literaturze, ktdra podaje, ze zawarto$¢ chlorofilu liniowo maleje ze wzrostem natgzenia
swiatla [156]. Calkowita zmiana w zawartosci chlorofilu jest zwigzana z liczba jednostek
fotosyntetycznych. Swiatlo zaabsorbowane przez algi jest wykorzystywane bardziej
efektywnie gdy gestos¢ receptorow fotosyntetycznych jest duza. Gdy ilos¢ Swiatla jest
wystarczajaca (lub zbyt wysoka), wowczas syntezowane sa komorki zawierajace mniejsze
stezenie barwnikow fotosyntetycznych. Jest to przyklad strategii adaptacyjnych komorek, ich

odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki $wietlne.

45

stezenie chlorofilu, [mg chi/g s.m.]

3.0

s Wim?]

Rys. 7.1.11
Wplyw natezenia Swiatta na stezenie chlorofilu w komérkach
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7.2 Hodowla heterotroficzna

Metabolizm  heterotroficzny mozna traktowa¢ jako odwrotno$¢ procesu
autotroficznego. W tym przypadku energia do wzrostu biomasy czerpana jest z substratu
organicznego, a nie ze Swiatla, dwutlenek wegla jest produktem, a nie substratem, natomiast
tlen jest konsumowany, a nie produkowany. Podobnie, jak w przypadku metabolizmu
autotroficznego obserwowana jest konsumpcja azotu-azotanowego oraz przyrost biomasy.

W celu okreslenia wplywu stezenia glukozy oraz azotu w pozywce hodowlanej na
wzrost Spirulina sp. przeprowadzono hodowle heterotroficzne przy réznym poczatkowym
stezeniu glukozy 0.1-10 g/dm®) oraz azotu azotanowego (0.1-1.6 g/ dm’) w napowietrzanym
fotobioreaktorze mieszalnikowym, bez dostgpu $wiatta - w catkowitej ciemnosci. Jako baze
zastosowano standardowa, mineralna pozywke typu Zarrouk wzbogacona w glukoze oraz azot
azotanowy. Tabele wynikéw z przeprowadzonych hodowli znajduja si¢ na zataczonym do
pracy dysku CD-ROM (plik heterotrof.xls).

7.2.1 Kinetyka wzrostu mikroorganizmow
- Dane kinetyczne
- Analiza krzywej wzrostu

Na Rys. 7.2.1 przedstawiono krzywe wzrostu Spirulina sp. przy réznym poczatkowym
stezeniu glukozy. Stezenie 0.1 g/dm’ znajduje si¢ w obszarze limitujacym wzrost, natomiast
stezenie poczatkowe 2.5 g/dm’ w obszarze wysycajacym. Stwierdzono, ze w ciagu
pierwszych 30 h hodowli (Cog= 2.5 g/dm’) wzrost ma charakter logarytmiczny (1=tm),
nast¢pnie przy osiagnigciu Cy<0.1 g/dm’, hodowla wchodzi w obszar stezenia limitujacego
glukozy. Inaczej sytuacja przedstawia si¢ przy wysokim stezeniu glukozy (Cog=10 g/dm’). W
tym przypadku faza wzrostu (pm=pmax) trwa réwniez 30 h. Jednak zakonczenie tej fazy wiaze
si¢ nie z limitujacym stgzeniem glukozy, lecz azotu-azotanowego, ktory wczesniej ulega
wyczerpaniu. Stezenie koncowe glukozy wynosi 3.7 g/dm’, natomiast w hodowli przy
Coo=2.5 g/dm’, mimo ze wczesniej wyczerpaniu ulegta glukoza, Cn=0 g/dm’ (Rys. 7.2.2-
7.2.3). Prowadzac hodowl¢ mikroorganizméw, stezenie substratow powinno by¢ tak dobrane,
by Um=Hmax, @ po ukoficzeniu hodowli zawarto$¢ substratdw w pozywce byla mozliwie niska.
Rozwazajac hodowle przy Cog 0.1-2.5-10 g/dm’, kryteria takie spetnia hodowla przy Cog; 2.5
g/dm’, a azotu-azotanowego 0.4 g/dm’.
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Rys. 7.2.1

Krzywe wzrostu w hodowlach heterotroficznych przy réznym poczatkowym stezeniu glukozy (0.1-2.5-
10 g/dm®), Con=0.4 g/dm’®
W hodowli heterotroficznej, uzyskuje si¢ wyzsze koncowe stezenie biomasy niz w

hodowli fotoautotroficznej. Nie stwierdzono istnienia blokady fizjologicznej, ograniczajacej
uzyskanie wyzszych niz krytyczne stgzen biomasy. Podobnie jak w przypadku hodowli bez
glukozy, lag faza jest trudno zauwazalna (Rys. 7.2.1). Dwukrotnie dtuzsza faza wzrostu oraz
wigksza specyficzna szybkos¢ wzrostu daja wyzsze koncowe stezenia biomasy. Po
wyczerpaniu ktorego$ z substratow (limitujaca jest glukoza lub azot), hodowla przestaje
rosna¢ (w analizowanych hodowlach po ok. 40 h).
- Analiza zmian stezen substratow: Zrédla wegla oraz azotu

Na Rys. 7.2.2 przedstawiono zmiany st¢Zenia glukozy, a na Rys. 7.2.3 azotu, w trakcie
trwania hodowli. W hodowlach, w ktérych Cog1 < 5 g/dm’, w standardowej pozywce Zarrouk,
jedynym substratem w stezeniu limitujacym wzrost jest glukoza. Przy wyzszym stezeniu
glukozy, wcze$niejszemu wyczerpaniu ulega jednak azot. W zwiazku z tym, przy wysokich
stezeniach glukozy, hodowla bedzie w obszarze limitujacego stezenia azotu. Stad wniosek, ze
nalezy stosowa¢ wlasciwa proporcje stezenia glukozy i azotu. Hodowle, ktore postuzyly do
wyznaczenia parametrow kinetycznych wzrostu w obszarze limitujacego stezenia glukozy,
pochodzity z zakresu stezen glukozy 0.1-2.5 g/dm’ oraz azotu 0.4 g/dm’, a limitujacego
stezenia azotu przy stezeniu glukozy 7.5 g/dm’, a azotu w zakresie 0.1-1.6 g/dm’.
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Rys. 7.2.2
Konsumpcja glukozy w hodowlach heterotroficzn ych przy réznym poczqtkowym stezeniu glukozy (0.1-
2.5-10 g/dm”), Con=0.4 g/dm’®
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Rys. 7.2.3

Konsumpcja azotu w hodowlach heterotrofi cznych przy réznym poczqtkowym stezeniu glukozy (0.1-
2.5-10 g/dm’) , Con=0.4 ¢/ dm®
- Model wzrostu dla hodowli heterotroficznej

Na podstawie analizy przebiegu zaleznosci specyficznej szybkosci wzrostu w funkcji
stezenia glukozy (Rys. 7.2.4), jak réwniez azotu (Rys. 7.2.5) przyjeto, ze krzywe te mozna
opisa¢ za pomocg roéwnania Monoda. Zaréwno glukoza, jak i azot sa substratami niezbednymi
do wzrostu, niekompetycyjnymi: glukoza jest zrédlem wegla i energii, natomiast azot-
azotanowy zrodlem azotu. W takiej sytuacji proponuje si¢ zastosowanie kinetyki
multiplikatywne;:

Cea Cy

H H
“ = u’max : . 7.2.1
KGI(H) +Cc;1 KN(H) +CN f )
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(Rys. 7.2.6) w ktorej przy S>>Ks wartos¢ ilorazu S/(Ks+S) — 1. Jezeli Co>>K', oraz
Cn>>Ky to p'=p" .« i hodowla bedzie poza obszarem limitujacego stezenia kazdego z
substratow. W przypadku gdy stezenie ktorego$ z substratow bedzie w obszarze limitujagcym
(C6i<0.4 g/dm’, Cn<0.2 g/dm®) , p<imax.

Parametry modelowe, wyznaczone na podstawie analizy regresji nieliniowej
(Mathematica 3.0), przedstawiaja si¢ nast¢pujaco (dla hodowli limitowanej glukoza (7.2.2)

oraz azotem (7.2.3)):

. . C
Dla glukozy jako substratu limitujacego (gdy KTNE——Horaz 0.1<Co<2.5

N N
g/dm’):
p = #‘”— (7.2.2)
K . Car
u =0.0449h™

K"'=0.0950g/L

R?=0.998

~&——>1 oraz 0.1<Cyn<1.6

Dla azotu jako substratu limitujacego (gdy —

at T Cg
g/dm’):
HLCN
By = K" +C, (7.2.3)
p  =0.0449n7

K" =0.0891g/L

R?*=0.975
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0.0 05 1.0 15 2.0 25 T\ rownanie (7.2.2)
Ca O]
Rys. 7.2.4

Specyficzna szybko$¢ wzrostu w funkcji stezen/a glukozy, opisana réwnan/em Monoda wg wzoru
(7.2.2) (Con=0.4 g/dm®, Co=0.1-2.5 g/dm®)

" 00 0.4 058 12 1.6 S\ rownanie (7.2.3)

cN[g]

Rys. 7.2.5
Specyficzna szybko$¢ wzrostu w funkcji st@zenla azotu, opisana rdwnamem Monoda wg wzoru (7.2.3)
(Coci=7.5 g/dm®, Con=0.1-1.6 g/dm’)
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B 7]

0.05

Cy [gidm 3] Cqy lofdm 3]

Rys. 7.2.6
Specyficzna szybko$¢ wzrostu w funkcji stezenia glukozy oraz azotu-azotanowego, opisana
zaleznoscig multiplikatywng (rbwnanie 7.2.1)

7.2.2 Statyka wzrostu mikroorganizmow
- Sklad komorek
Oznaczono skiad komorek heterotroficznych (analiza elementarna CHONS):
CH1.6000.20N0.19S0.1 (Mc.moi=28,0 g/C-mol),
co umozliwito wyznaczenie stopnia redukcji
vx=4.43
oraz teoretycznej entalpii spalania komorek:
Qx=17.9 kl/g

Zaréwno stopiefi redukcji jak i entalpia spalania sa wyzsze o ok. 5 % w poréwnaniu do
komorek autotroficznych. Komorki heterotroficzne zawieraja znacznie mniej tlenu niz
autotroficzne. Rowniez stezenie tlenu w pozywce w hodowli heterotroficznej jest nizsze niz w
autotroficznej. Powoduje to, ze entalpia spalania jest wyzsza. Zawarto$¢ pozostatych
makroskladnikow jest podobna.
- Wydajnos¢ syntezy biomasy wzgledem substratow: glukozy i azotu

Na Rys. 7.2.7 przedstawiono wptyw stezenia poczatkowego glukozy na wspéiczynniki
Yx/c1 w hodowli heterotroficznej. Zaobserwowano, ze zardwno wspotczynnik Yy jak i Yxn
jest staly w czasie trwania hodowli, natomiast jego wartos¢ zalezy od poczatkowego sktadu
pozywki. Stwierdzono, ze wartos¢ wspotczynnika maleje ze wzrostem poczatkowego stezenia
glukozy, a wartosci najnizsze przyjmuje przy jej wysokich stezeniach. Gdy stezenie substratu
(glukozy) jest wysycajace, komorki mniej wydajnie wbudowujg substrat w biomase, czyli

ekonomia metabolizmu jest gorsza.
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Na Rys. 7.2.8 przedstawiono zalezno$¢ Yxn od stezenia poczatkowego glukozy w
hodowli heterotroficznej. Wartos¢ wspétczynnika rosnie ze wzrostem Cog, osiagajac
maksimum przy 1-2.5 g/dm’, a nastepnie spada. Wartosci tego wspotczynnika sa nizsze niz w
hodowli autotroficznej, wskazujac na duze straty azotu - prawdopodobnie przebiega proces
denitryfikacji zgodnie z rGwnaniem reakcji [202]:

NO; - NO; - NO - N,O > N,

w ktorym glukoza jest wykorzystywana jako zrodto elektronow do redukcji azotanéw do
azotu gazowego.

1.0

Y [9/6]

Coa [O/L]

Rys. 7.2.7
Wspdtczynniki wydajnosci biomasy wzgledem glukozy (Yxe) w funkcji stezenia poczatkowego glukozy
(Cocl), Con=0.4 g/dm’
20

Y [9/0]

04 |

0.0

Coci: [9/L]

Rys. 7.2.8
Wspdiczynnik wydajnosci biomasy wzgledem azotu (Yxn) w funkcji stezenia poczatkowego glukozy
(Coa); Con=0.4 g/dm’
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Wysokie wartosci wspolczynnika oznaczaja duza wydajno$¢ syntezy biomasy w
stosunku do zuzytego substratu, natomiast niskie $wiadcza o wysokich nakiadach na
podtrzymanie metabolizmu, czyli na cele energetyczne. Im mniejsza warto$¢ wspolczynnika,
tym mniejsza czg$¢ azotu jest wbudowywana w biomase, a wigc tym wigkszy udziat
denitryfikacji. O ile denitryfikacja moze by¢ zjawiskiem korzystnym i pozadanym w
technologiach oczyszczania Sciekow, staje si¢ niekorzystna w przypadku gdy azot azotanowy
jest dostarczany jako skladnik pozywki. Dlatego przy namnazaniu biomasy na sztucznej
pozywce, parametry powinny zosta¢ tak dobrane, by wspotczynnik przyjmowal wartosci
wysokie, natomiast w technologiach oczyszczania $ciekow zawierajacych duzy tadunek
azotu: niskie.

W hodowli przy Cog=10 g/drn3 , Con>04 g/dm3 hodowla roénie z taka samg
szybkoscia co przy Con=0.4 g/dm’, ale rosnie dhuzej czyli koncowe stezenie komorek bedzie
wyzsze (heterotrof.xls). Namnazanie komorek przy tak wysokich stezeniach substratow ma
Jjednak powazna wadg, gdyz stopien wbudowywania substratow w biomase (Yxs) w takich
warunkach jest niski i substrat jest tracony: glukoza w postaci CO,, N jako N,. Dlatego
proponuje si¢ namnazanie biomasy przy relatywnie niskim Cog i Con, aby wspotczynniki
wydajnosci byly wysokie, a st¢zenie biomasy satysfakcjonujace.

Wspotczynniki wydajnosci biomasy wzgledem substratu sa zwyczajowo definiowane
jako: przyrost st¢zenia biomasy przy konsumpcji danego st¢zenia substratu. Takie podejscie
Jjest mylace, gdyz warto$¢ wspolczynnika ,,1”” nie oznacza catkowitego wbudowania substratu
w biomase, lecz przyrost 1 g biomasy przy ubytku 1 g substratu. W celu precyzyjnego
okreslenie stopnia wbudowania substratu w biomasg, nalezatoby okresli¢ stosunek
pierwiastka wbudowanego, do skonsumowanego, czyli wzia¢ pod uwage nie tylko mase
namnozonej biomasy oraz skonsumowanego substratu, ale rowniez ich sktad. O ile zawartos¢
wegla w biomasie (43 %) jest podobna do zawartoéci wegla w glukozie (40 %) (100 %
wbudowania przeklada si¢ na warto$¢ wspotczynnika 0.93), w przypadku azotu: w biomasie
znajduje si¢ 9.5 % N, a substrat przedstawiono w postaci 100 % N - czyli 100 % wbudowania
azotu przeklada si¢ na warto$¢ wspolczynnika Yxn 10.5. Stopien wbudowania danego
pierwiastka w biomas¢ oraz jego straty mozna zatem precyzyjnie okresli¢ dopiero przy
znajomosci sktadu biomasy.

- Wydajnos¢ bioenergetyczna

Jedynym zrodtem energii dla metabolizmu heterotroficznego jest glukoza. Wydajnos¢

bioenergetyczna tego metabolizmu bedzie zatem liczona jako ilo$é energii pobrana przez

komorki w postaci glukozy w stosunku do masy namnozonych komérek.
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yr _ AX (7.2.4)
Y AE‘Gl

Na Rys. 7.2.9 przedstawiono wplyw poczatkowego stezenia glukozy na warto$é
wspotczynnika YHkJ, Mozna zauwazy¢, ze zwigkszenie stgZzenia substratu organicznego
powoduje zmniejszenie wartosci wspolczynnika, czyli bardziej ,rozrzutng” gospodarke
energetyczna (mniejsza ilos¢ zmagazynowane;j energii w stosunku do dostarczonej), podobnie
jak przy wysokich natezeniach $wiatta we wzroscie autotroficznym: im wigcej dostgpnego
substratu energetycznego, tym gorsza ekonomia jego wykorzystania.

W metabolizmie heterotroficznym, w ktérym zrodlem energii jest tylko glukoza,
wspotczynnik wydajnosci Yxgi bedzie zwiazany z Yy nast¢pujaca zaleznoscia:
7B & (7.2.5)
UH AfIGI
O ile w metabolizmie heterotroficznym wspétczynnik Y, mozna powiaza¢ prosta
zaleznoscia z Yxii, W przypadku metabolizmu miksotroficznego (rozdziat 7.3) bedzie
konieczne uwzglednienie dodatkowego zrédia energii jakim jest $wiatto. Korzystajac z

wyznaczonych wartosci Y'y; oraz Y mozliwe bedzie okreslenie udziatu poszczegolnych

o F M
metabolizméw w Y .

.

15

10 ¢

Y, 102 [kJig]

(4]

Coc [O/L]

Rys. 7.2.9
Wplyw stezenia poczagtkowego glukozy (Cog) na wartosci wspblczynnikéw wydajnosci
bioenergetycznej (Y 'xJ)

- Barwniki fotosyntetyczne
W metabolizmie heterotroficznym do komorek nie dociera $wiatlo (nie prowadza
procesu fotosyntezy), ale mimo to biomasa syntezuje chlorofil. W tym przypadku barwnik

fotosyntetyczny jest syntezowany ,prewencyjnie” dla sytuacji gdy wyczerpaniu ulegnie
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substrat organiczny a pojawi si¢ Swiatlo. W metabolizmie miksotroficznym (dyskutowanym
w rozdziale 7.3), na ktory sktadaja si¢ autotrofia i heterotrofia, role chlorofilu bedzie mozna
analizowa¢ w oparciu o doswiadczenia przeprowadzone w sytuacjach istnienia pojedynczych
metabolizmow.

Na Rys. 7.2.10 przedstawiono zalezno$¢ st¢zenia chlorofilu od poczatkowego stezenia
glukozy. Obserwowane jest zmniejszenie zawarto$ci barwnikow fotosyntetycznych ze
wzrostem stgzenia poczatkowego glukozy. Wigze si¢ to ze zmniejszong potrzeba
pozostawienia ewentualnosci prowadzenia procesu fotosyntezy w przypadku gdy substrat

organiczny jest obecny w pozywce w duzym stgzeniu.

35

stezenie chlorofilu, [mg chl/g s.m.]

3.0

coGl!m

Rys. 7.2.10
Wplyw stezenia poczgtkowego glukozy na stezenie komérkowe chlorofilu w hodowli heterotroficznej
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7.3 Hodowla miksotroficzna

W celu okreslenia wplywu stezenia glukozy oraz nat¢zenia $wiatla na wzrost Spirulina
sp., przeprowadzono dwie serie hodowli miksotroficznych: przy réznym poczatkowym
stezeniu glukozy (0.1-10 g/dm’) oraz przy réznym natezeniu $wiatla (8-65 W/m?) w
napowietrzanym fotobioreaktorze mieszalnikowym. Jako baz¢ zastosowano standardowa,
mineralng pozywk¢ typu Zarrouk wzbogacona w glukozg. Tabele wynikow z
przeprowadzonych hodowli znajduja si¢ na zalaczonym do pracy dysku CD-ROM (plik
miksotrof.xls).

7.3.1 Kinetyka wzrostu mikroorganizmow
- Dane kinetyczne
- Analiza krzywej wzrostu

Na Rys. 7.3.1 przedstawiono przykltadowe krzywe wzrostu hodowli miksotroficznej
przy 14=32.7 W/m”® oraz Co=0.1 g/dm’ i 2.5 g/dm’, przy 14=16.4 W/m® i C;=2.5 g/dm’ oraz
32.7 W/m® i 10 g/dm’. Najwigksza szybkos¢ wzrostu odnotowano dla (32.7 W/m?, 2.5 g/dm’ i
10 g/dm’), ale stezenie koficowe komorek byto podobne do hodowli (16.4 W/m?, 2.5 g/dm’),
w ktorej faza wzrostu trwata diuzej, ale szybko$¢ wzrostu byta mniejsza. W tym przypadku
swiatlo powoduje przyspieszenie wzrostu, ale nie prowadzi do zwigkszenia koficowego
stezenia komoérek. Przy niskim stezeniu glukozy (32.7 W/m?, 0.1 g/dm3 ) stg¢zenie koncowe
komorek podobnie jak szybko$¢ wzrostu, sa niskie. Wskazuje to, ze zarOwno natezenie
$wiatla jak 1 st¢zenie glukozy majq wplyw na szybkos¢ wzrostu.

W  hodowli autotroficznej stwierdzono istnienie blokady fizjologicznej, nie
pozwalajacej hodowli na osiagnigcie wigkszego niz 0.5 g/dm’ catkowitego stezenia komérek
(rozdziat 7.1.3). W przypadku hodowli miksotroficznej, w badanym zakresie, nie stwierdzono
istnienia takiej blokady (Rys. 7.3.1). Mozliwe jest jej przesuni¢cie w kierunku wyzszych
stezen komorek. W hodowli, w ktorej zwigkszono stgzenia substratow (glukozy oraz azotu
azotanowego do stezenia odpowiednio 10 g/dm’ oraz 1.6 g/dm’) (32.7 W/m?, 10.0 g/dm’, 1.6
g/dm’) w stosunku do (32.7 W/m?, 2.5 g/dm’, 0.40 g/dm’) komoérki rosty z taka sama
szybkoscia, ale rosty dluzej. Koncowe, calkowite stgzenie komérek wynosito 1.4 g/dm’.
Wskazuje to na zniesienie blokady fizjologicznej w obecnosci substratu organicznego. Nalezy
rowniez nadmieni¢, ze w hodowli heterotroficznej blokada ta réwniez nie wystepowata.

Wzrost ustaje jako skutek wyczerpania ktdrego$ z substratow.
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InX

o 327 W/m2, 0.1 gL
o, 327 Wim2, 2.5 gL
oL 16.4W/m2, 2.5 g/
0 20 40 60 80 - el 327 W/m2, 10 g/l

t[h]

Rys. 7.3.1
Przyktadowe krzywe wzrostu hodowli miksotroficznej

Konsekwencja wigkszego przyrostu biomasy jest wigksza zmiana sredniego natezenia
$wiatla (Rys. 7.3.2), niz w hodowli autotroficznej. W przypadku hodowli przy Coc=2.5 g/dm’
natezenie $wiatta zmniejsza si¢ o potowe, w przypadku hodowli (32.7 W/m?, 0.1 g/dm’) o
kilka procent. W fazie obumierania, konsekwencja zmniejszenia st¢zenia biomasy jest

zwigkszenie natezenia Swiatta pod koniec hodowli.

s, Wim?]

14 } : \L\ R— ; N . 1
10 1 o \\ i | =1 ~o. 327wWm2,01 gL

‘ _ oL 32.7 Wim2, 25 giL
0 20 40 60 80 o, 16.4W/m2, 25g/L

t[hj

Rys. 7.3.2
Zmiany w Srednim natezeniu $wiatta spowodowane przyrostem biomasy
- Analiza zmian stezen substratow: Zrédla wegla oraz azotu

Zaobserwowano, ze zardwno glukoza (Rys. 7.3.3) jak i azot-azotanowy (Rys. 7.3.4) sa
konsumowane szybciej przy wigkszym natezeniu $wiatta. W kazdej z hodowli glukoza zostata
catkowicie wykorzystana, natomiast azot-azotanowy zostal catkowicie zuzyty tylko w (32.7,
2.5).
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| o, 327W/m2,0.1 gL
A JS 2 A oL 327 Wim2, 2.5 giL
40 60 80 = Sol 16.4W/m2, 2.5 gL
t[h]
Rys. 7.3.3
Stezenie glukozy w przyktadowych hodowlach miksotroficznych
0.4
© e =
0.3 \
Nﬁ
._2' \
(8] °
0.1 ' :
\O\e o, 327 W/m2, 0.1 g/L
- H N o, 327 Wim2, 2.5 g/l

0 20 40 60 80 = Se. 16.4W/m2, 2.5 g/l
t[h]

Rys. 7.3.4
Stezenie azotu-azotanowego w przyktadowych hodowlach miksotroficznych
- Model wzrostu dla hodowli miksotroficznej

Na Rys 7.3.5a przedstawiono specyficzng szybko$¢ wzrostu w funkcji $redniego
nat¢zenia Swiatta, a na Rys. 7.3.5b specyficzna szybko$¢ wzrostu w funkcji stezenia glukozy.
Stwierdzono, ze na wzrost w hodowli miksotroficznej wplywa zarowno natezenie $wiatla, jak
1 stezenie glukozy. W przypadku obydwu serii pomiarowych (zmienne I oraz zmienne Cg;)
w badanym zakresie dla metabolizmu miksotroficznego, przy wysokich wartosciach
parametrow nie zaobserwowano inhibicji substratowej ($wiatla - inaczej niz w autotrofii oraz
glukozy - podobnie jak w heterotrofii). Specyficzna szybko$¢ wzrostu przyjmuje najwyzsze
warto$ci przy nate¢zeniu $wiatla i stezeniu glukozy: I >35 W/m?, Cos>0.5 g/L.
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Rys. 7.3.5
Specyficzna szybko$¢ wzrostu w hodowli miksotroficznej w funkcji natezenia $wiatfa (unm(t~0)) (a,
Coc=2.5 g/dm’) i stezenia glukozy (b, l¢=33 oraz 17 W/m?)
Brak obserwowanej fotoinhibicji moze mie¢ réozny mechanizm. Jedng z mozliwosci

jest ochronny wplyw glukozy, inng - zwigkszenie (w obecnosci metabolizmu
heterotroficznego) wartosci nat¢zenia $wiatla w ktorym hodowla przechodzi w obszar
inhibujacy wzrost lub tez zwigkszenie udziatlu metabolizmu heterotroficznego w obecnosci
oraz ze wzrostem nat¢zenia Swiatla. Literatura réwniez nie stwierdza fotoinhibicji w
metabolizmie miksotroficznym. Nie prébowano wyjasni¢ natury tego procesu [179-182, 292],
poniewaz nie istnieje mozliwo$¢ badania wplywu $wiatla na sktadowa heterotroficzna
miksotrofii w sposob bezposredni, gdyz sam metabolizm heterotroficzny cechuje wtasnie brak

Swiatla.
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Model wzrostu miksotroficznego powinien uwzglednia¢ dwie zmienne: natezenie $wiatla
oraz st¢zenie glukozy. Opierajac si¢ na wynikach doswiadczalnych przetestowano szereg
modeli matematycznych (addytywnych oraz multiplikatywnych), opisujacych wplyw stezenia
glukozy oraz nat¢zenia $wiatla na specyficzng szybkos¢ wzrostu.

Na podstawie danych prezentowanych przez Marquez i in. [179-182] poczatkowo
przyjeto, ze miksotrofia jest prosta superpozycja auto- i heterotrofii. W celu sprawdzenia
zasadnosci tego zalozenia poréwnano do$wiadczalne p™ z suma prp (7.3.1 ). Symulacja ta
nie potwierdzita hipotezy, ze metabolizmy auto- i heterotroficzne funkcjonuja niezaleznie w
metabolizmie miksotroficznym. W badanym zakresie natezenia $wiatla nie stwierdzono
bowiem zjawiska fotoinhibicji, w zwiazku z czym miksotrofia nie moze by¢ prosta suma
auto- 1 hetrotrofii.

W'l Co) # ™ (D+ w'(Cay (7.3.1)

Poniewaz krzywe wzrostu (Rys. 7.3.1) nie maja charakteru diauksycznego, obydwa
metabolizmy (auto- i hetero-) zachodza jednocze$nie w komorce miksotroficznej. Dlatego
przy konstruowaniu modelu nalezy wzia¢ pod uwagg, Zze obydwie skladowe procesu
miksotroficznego: auto- i heterotrofia funkcjonujg jednoczesnie w komorce, a zatem muszg
si¢ podzieli¢ strukturami subkomorkowymi, w szczegdlnosci ogniwem taczacym fotosynteze
z tlenowym rozktadem glukozy jest tancuch transportu elektrondow, ktérego zadaniem jest
m.in. synteza wysokoenergetycznych zwiazkow ATP i NADPH [292].

Przy niskich natezeniach $wiatla (I;<20 W/m?) pM<p", przy wyzszych (120 W/m?)
pM>uH. Natomiast przy kazdym natezeniu $wiatta pV>p” Dodatkowo, zaleznosé UM W
funkcji I ma podobnie posta¢ krzywej tamanej jak p“=f(Ii;): na wykresie mozna wyroznic
obszar liniowo zalezny od natezenia $wiatla (0-30 W/m?) oraz obszar, w ktérym specyficzna
szybkos¢ wzrostu jest stata (30-72 W/m?). Swiatlo, zatem ma decydujacy wpltyw na szybkos¢
wzrostu w hodowli miksotroficznej. Konieczne bgdzie rowniez uwzglednienie stymulujacego
wplywu glukozy na wzrost.

W zwiazku z powyzszym przyjeto, ze specyficzna szybko$¢ wzrostu w metabolizmie
miksotroficznym zalezy od nat¢zenia $wiatta oraz st¢zenia glukozy w podobny sposéb jak w
metabolizmach niezaleznych w zakresie Io€(0, 52 W/m?), Cg1e(0, 2.5 g/dm’®): odpowiednio
auto- 1 heterotroficznym. Jako podstawe przyjeto metabolizm autotroficzny, ktéry jest
modyfikowany (stymulowany) przez glukozg. Zalozono wysycajacy charakter wplywu
glukozy, podobnie jak w przypadku metabolizmu heterotroficznego, ktéry mozna opisac
rownaniem Monoda (7.3.2). Parametry modelowe wyznaczono metoda regresji nieliniowej

(Mathematica 3.0). Dane dos§wiadczalne opisano rownaniem (7.3.2) - Rys. 7.3.6.
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a-C (7.3.2)
— C . A ] — Gl . A 1
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0.06 -
0.05 4 6000
A D
0.04 A
rownanie 7.2.1
v ————%0 N
= 0.03 rownanie 7.3.2 dla
= I=33 W/m2
rownanie 7.3.2 dla
0.02 I=17 W/m2
A H
0.01 O M (I=33 W/m2)
® M (=17 W/m2)
O J T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5
Cg [g/dm’]
(b)
Rys. 7.3.6

Model w hodowli auto-(7. 1 6), hetero- (7.2.2) oraz miksotroficznej (7.3.2) op/swqcy wplyw natezenia
Swiatta (a, Cog=2.5 g/dm ) oraz stezenia glukozy (b, =17 oraz 33 W/m®) na specyficzng szybkosc
wzrostu.

Na Rys. 7.3.7 przedstawiono korelacj¢ pomigdzy wynikami do$wiadczalnymi i
modelowymi (0.981).

Mmoder = -00210 +.98860 * 1, .
Korelacja: r = .98106
0.06

0.05

0.04

0.03

Hmodel [h-1]

0.02

0.01

0.00 o, Regresja
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 poz. ufn. 95
Haosw (7]
Rys. 7.3.7

Korelacja pomigdzy warto$ciami do$wiadczalnymi i modelowymi
Na Rys. 7.3.8 poréwnano dane doswiadczalne z danymi literaturowymi, dotyczace

wplywu $wiatla na specyficzng szybko$¢é wzrostu w metabolizmie auto- i miksotroficznym.
Odnotowano podobienstwo wiasnych danych doswiadczalnych oraz danych literaturowych,

przy czym dane doswiadczalne obejmuja petniejszy zakres natezenia $wiatta.
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® A - dane dosw.
B M - dane dosw.
A A[292]

X M[292]2g/L
AA[181]

® M[181]2g/L
A[28]

O M[28]2g/L

- MJ27]2.5g/L

L, [W/m’|

Rys. 7.3.8
Specyficzna szybko$¢ wzrostu w funkcji natezenia $wiatta - poréwnanie wtasnych danych
doswiadczalnych z literaturowymi [27, 28, 181, 292]

7.3.2 Statyka wzrostu mikroorganizmow
- Skiad komorek

Analiza elementartma CHONS umozliwila wyznaczenie skladu komorek
miksotroficznych:

CH1.7600.25N0.2080.097 (Mc-moi=27.8 g/C-mol)
oraz stopnia redukcji, ktory jest wyzszy niz komdrek autotroficznych i heterotroficznych
vx=4.47
Qx=18.2kl/g

Wynika stad, ze ilo$¢ energii zmagazynowana w biomasie miksotroficznej jest wieksza niz w
auto- 1 heterotroficznej. Sktad komérek miksotroficznych jest bardzo podobny do komoérek
heterotroficznych. Stwierdzono nieco wigksza zawarto$¢ tlenu, czyli stopien redukcji oraz
entalpia spalania sg wigksze.
- Wydajnos¢ syntezy biomasy wzgledem substratow: glukozy i azotu

Na Rys. 7.3.9 przedstawiono wplyw natgzenia $wiatlta na wartos¢ wspétczynnikow
wydajnoéci biomasy wzgledem glukozy w hodowli miksotroficznej. Im wyzsze natezenie
swiata, tym wigcej energii $wietlnej otrzymuja komorki, a wiec glukoza jest wykorzystywana
glownie jako substrat materiatowy - czgs¢ energii na podtrzymanie metabolizmu pochodzi ze
swiatla (Rys. 7.3.9).
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Rys. 7.3.9

Wspdiczynniki wydajnosci biomasy wzgledem glukozy (Yxse) w funkcji natezenia $wiatta (1s,)
Na Rys. 7.3.10 przedstawiono wplyw stezenia poczatkowego glukozy na

wspotczynniki Yxgi w hodowli miksotroficznej. Wspélczynnik ten jest maksymalny dla
niskich poczatkowych stezen glukozy (0.1 g/dm’), a najnizszy przy jej wysokich stezeniach.
Gdy stezenie substratu (glukozy) jest duze, komorki mniej wydajnie wbudowuja substrat w

biomase.
1.0
5
k=)
0.0
0 2 4 6 8 10
CoailolL]
Rys. 7.3.10
Wspdiczynniki wydajnosci biomasy wzgledem glukozy (Yxs) w funkcji stezenia poczatkowego glukozy
(Cocy)

Stwierdzono, ze Yxn maleje zarowno ze wzrostem natezenia $wiatla (Rys. 7.3.1 1), jak
i poczatkowego stezenia glukozy (Rys. 7.3.12) - im wigcej substratu organicznego i $wiatla,
tym wigcej strat azotu na drodze denitryfikacji, gdyz proces ten wymaga nakladow

energetycznych.
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Yxn [9/8]

0.5

0.0 ‘ + ;
0 10 20 30 40 50 60 70

I, [Wim?]
Rys. 7.3.11
Wspotczynniki wydajnosci biomasy wzgledem azotté (Yxmw) w funkcji natezenia swiatta (ls;), Con=0.4
g/am

Yuns [9/g]

08 ; ; : [

0.4

0.0

CocilolL]

Rys. 7.3.12
Wspdtczynniki wydajnosci biomasy wzgledem azotu (Yxn) w funkcji stezenia poczgtkowego glukozy
( Co(;ﬂ, C0N=0-4 g/dma
Przy doborze odpowiednich do wzrostu wartosci parametréw (nat¢zenia $wiatla 1

stezenia glukozy) nalezy si¢ kierowac¢ nie tylko szybkoscia wzrostu, ale rowniez stopniem
wykorzystania substratow (mierzonych wspotczynnikami Yxsg 1 Yxn) oraz jakoscia komorek
(pojemnos¢ biosorpcyjna, rozdziat 8).
- Wydajnosé bioenergetyczna

Podczas gdy autotrofy i heterotrofy korzystaja z pojedynczego zrodia energii
(odpowiednio: $wiatlo 1 glukoza), miksotrofy wykorzystuja jednoczesnie dwa zrodta ($wiatto
i glukoza). Ilo$¢ dostarczonej energii, mierzonej w [kJ] bedzie zatem suma ilo$ci energii

dostarczonej w postaci $wiatla i glukozy. Nalezy zatem odpowiedzie¢ na pytanie, czy mozna
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dodawa¢ energi¢ o tak roznej naturze oraz rozwazy¢ jaka jest relacja pomigdzy
wydajnosciami poszczegolnych sktadowych w metabolizmie miksotroficznym.

Marquez [180] wykazal, ze wspotczynnik wydajnosci bioenergetycznej jest wyzszy w
hodowli miksotroficznej niz autotroficznej. Wedlug tego autora w komorce Spirulina
metabolizm miksotroficzny to suma metabolizméw autotroficznego i heterotroficznego, czyli
wyznaczona wydajno$¢ bioenergetyczna miksotrofii powinna zawiera¢ wydajnosci
sktadowych metabolizmow (auto- i heterotrofii). Jednak wyniki do$wiadczalne prezentowane
w niniejszej pracy wskazuja na mechanizm metabolizmu miksotroficznego, w ktérym
metabolizm autotroficzny jest stymulowany obecnoscig glukozy.

Wydajnos¢ bioenergetyczna miksotrofow definiowana jest jako [180] stosunek energii
zmagazynowanej w biomasie do energii dostarczonej w postaci $wiatla oraz substratu
organicznego.

yu AX (7.3.3)
E, +Eg

Zdefiniowana w taki sposob wydajnos¢ bioenergetyczna hodowli miksotroficznej
pozwoli oszacowa¢ efekt ekonomiczny procesu. Na podstawie znajomosci rynkowej ceny
energii oraz glukozy bedzie mozna okresli¢, przy jakim natg¢Zeniu $wiatla i st¢zeniu glukozy
naklady energetyczne beda najnizsze - mozliwe bedzie rowniez okreslenie, ktora hodowla
(auto-, hetero- czy mikso-) bgdzie najatrakcyjniejsza ekonomicznie. Przyktadowo, w hodowli
(32.7 W/m?, 2.5 g/dm’) ok. 40 % dostarczonej energii pochodzi ze $wiatla, natomiast 60 % z
energii chemicznej zmagazynowanej w glukozie. Wspétczynnik wydajnoséci bioenergetycznej
w tej hodowli miksotroficznej (YMyy) wynosi 7.42-10° g/k]. Aby wyprodukowac 1 g komoérek
nalezy dostarczy¢ 100-400 kJ energii w postaci glukozy i $wiatta. Duze natezenie $wiatla i
stezenie glukozy prowadzi do niegospodarnego metabolizmu, co znajduje odzwierciedlenie w
niskich wartosciach Y.

Na Rys. 7.3.13 przedstawiono wplyw nat¢zenia $wiatla, a na Rys. 7.3.14 wplyw
st¢zenia glukozy na wspotczynniki wydajnosci bioenergetycznej w hodowli miksotroficzne;.
Podobnie jak w metabolizmach niezaleznych (Rys. 7.3.15 a — auto-, Rys. 7.3.15 b — hetero-)
przy wyzszym natgzeniu $wiatla oraz stezeniu glukozy wydajno$¢ wykorzystania energii jest
nizsza. Stwierdzono, ze zalezno$é Y, w funkc;ji I ma charakter krzywej wykladniczej (Rys.
7.3.15 a), natomiast w funkcji Coc potegowej (Rys. 7.3.15 b). Wydajnos¢ bioenergetyczna
metabolizmu miksotroficznego jest wyzsza niz auto- i heterotroficznego, co opisano funkcja

Y™ /Yia oraz YMy /Yioy, ktére przyjmuja wartosci odpowiednio: (od 1 do 4) oraz (od 1 do
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3). W zwiazku z tym w metabolizmie miksotroficznym energia jest wykorzystywana z
wieksza wydajnoscia.

Warto$ci wspofczynnikéw bioenergetycznych uzyskane w niniejszej pracy sa podobne
do wyznaczonych przez Marquez’a (Rys. 7.3.16) [180] (4.3-8.80 10° g biomasy/k)). W
literaturze [27, 28, 103, 104, 114] réwniez podaje si¢, ze im wyzsze natezenie $wiatla oraz
stezenie glukozy, tym nizsza efektywnos¢ ich wykorzystania. Najwyzsza wydajnos¢
bioenergetyczna uzyskano przy mozliwie niskich natezeniach $wiatla i niskim stezeniu
glukozy. Jednak w hodowli przy niskich wartosciach tych parametrow stezenie komorek

bedzie rowniez niskie.

= o
ﬁ‘o- D
2 4
2L
]
0 " 4
0 10 20 30 40 50 60 70
I, Wim 2]
Rys. 7.3.13
Wptyw natezenia Swiatta (Is;) na wspdfczynniki wydajnosci bioenergetycznej (Yy,) w hodowli auto- i
miksotroficznej.
20 jo
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I, Wim 2]
Rys. 7.3.14

Wplyw stezenia poczatkowego glukozy (Cog) na wartosci wspofczynnikéw wydajnosci
bioenergetycznej (Yy,) w hodowli miksotroficznej
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Yiua*10°=11.094%xp( -0.0331,,)
Yiom10°=10.983%xp( -0.012%1,)

Yium/Yiua=0.99%exp( 0.022*1,)
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Rys. 7.3.15

Wplyw parametrow hodowli: natezenia $wiatfa (a) oraz stezenia glukozy (b) na wspdfczynniki
bioenergetyczne w hodowli auto- hetero- oraz miksotroficznej
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Rys. 7.3.16
Wspdfczynnik wydajnosci bioenergetycznej w poréwnaniu do danych uzyskanych przez Marquez’a
[180]
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- Barwniki fotosyntetyczne

W  przypadku wszystkich typéw komoérek (auto-, hetero- i miksotroficznych)
zaobserwowano, ze zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych jest funkcja zaréwno natezenia
swiatla jak i stgzenia glukozy (Rys. 7.3.17-18). Najwyzsza zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych ma miejsce przy niskim natg¢zeniu $wiata i glukozy.

Vonshak [292] sugeruje, ze zawarto$s¢ pigmentéw jest taka sama, niezaleznie od
metody wzrostu czy od nat¢zenia $wiatta [292]. Jednak Marquez [180] wykazat, ze zmiany w
obu hodowlach (autotroficznej i miksotroficznej) byly lepiej skorelowane z natezeniem
Swiatla niz z forma metabolizmu. Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen mozna
wnioskowa¢, ze zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych zalezy od natezenia $wiatla, ale
tylko w hodowli autotroficznej. W miksotroficznej jest stata, nizsza w poréwnaniu do

autotroficznej. Zalezy rowniez od stg¢zenia substratu organicznego: spada ze wzrostem Cog;.
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Rys. 7.3.17

Wplyw natezenia Swiatta na stezenie chlorofilu w komérkach w hodowli auto- i miksotroficznej
5

stezenie chlorofilu, [mg chl/g s.m.]

Coai. [8/]

Rys. 7.3.18
Wplyw stezenia poczatkowego glukozy na stezenie chlorofilu w komérkach w hodowli hetero- i
miksotroficznej
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8. BIOSORPCJA

8.1 Kinetyka biosorpcji jonéw metali ciezkich

Biosorpcja jest uwazana za proces szybki [3, 29, 60]. Stan réwnowagi zostaje
osiagni¢ty po uplywie kilku minut. Do$wiadczenia obejmowaly biosorpcje na komérkach
zawieszonych w wodzie dejonizowanej i jony metali cigzkich, nie posiadajacych aktywnosci
metabolicznej. Wowczas proces akumulacji jonow metalu wewnatrz komorki nie zachodzi.
Doswiadczenia nad usuwaniem jonow metali cigzkich z roztworow w czasie (Rys. 8.1.1)
wskazuja, ze biosorpcja jest procesem rownowagowym, w ktorym stan rownowagi zostaje
osiggniety po ok. 10 minutach. Jony sa zwigzane z biomasg trwale: stezenie jonéw metalu
pozostaje niezmienione przez 100 h.

Zaobserwowano, ze proces biosorpcji przebiega zgodnie z kinetyka I-rzedu (reakcja
rownowagowa) (Rys. 8.1.1). Wyznaczono stale szybkosci procesu (biosorpcji: k; oraz
desorpcji: k). Wartosci statych k; przyjmuja wartosci w zakresie 14-33 h™', natomiast k_;: 3-
8.7 h™' (Tabela 8.1.1). Podobiefistwo wartosci statych szybkos$ci wynika, jak zalozono, z
identycznego mechanizmu procesu - jony te sa podobnej wielkosci, czyli podobnej
ruchliwosci. Réznica w wartosci statych wynika prawdopodobnie z réznego powinowactwa

powierzchni komorki do danego jonu.

3.0
25
— 20}
g
3
g 15
0§ 10} T
05 ¢ R W
0 0 i i 3 i '. ‘ Cd
0.0 0.1 02 03 0.4 05 ~e. Cu
czas, [h]
Rys. 8.1.1
Kinetyka usuwania jonéw Cr** | Cd** oraz Cu?* na drodze biosorpcji przez forme autotroficzng
Spirulina sp.
Tabela 8.1.1
State szybkosci procesu biosorpcii i desorpcji [h™']
cr cd” Cu”’
ki 14.0 24 97 33.3

K1 8.67 3.06 6.75
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8.2 Statyka procesu biosorpciji

W procesie biosorpcji wiazanie jonow metali cigzkich (przy danym C,) zalezy od
stezenia jondw w roztworze (Cume(t)), stezenia biomasy (X), pojemnosci biosorpcyjnej (q(t))
oraz pozostalych czynnikéw, ktore zaleza od mechanizmu procesu (np. temperatury, pH)
[243, 43,279, 282, 288].

- Wplyw temperatury

W literaturze najczesciej przedstawia si¢ proces biosorpcji (podobnie jak adsorpcji)
jako zjawisko silnie zalezne od temperatury [1, 6, 29, 55, 57,79,161]. Na Rys. 82.1
przedstawiono wplyw temperatury na wydajnos¢ biosorpcji przez Spirulina sp. W badanym
zakresie temperatur (25-42 °C - nie testowano szerszego zakresu, gdyz mogloby to
doprowadzi¢ do destrukcji powierzchni biomasy) wptyw ten byl niezauwazalny (Rys. 8.2.1).
Staby wplyw temperatury moze $wiadczy¢ o innym niz adsorpcja fizyczna mechanizmie
procesu.

- Wplyw stezenia sorbenta

W celu okreslenia wplywu stezenia sorbenta na biosorpcje, przeprowadzono
doswiadczenia sorpcyjne przy réznym stezeniu komorek (Rys. 8.2.1-3). Stezenie komorek
(przy danym Come) decyduje o pojemnosci biosorpcyjnej oraz stgzeniu réwnowagowym
jonéw metalu. Im wyzsze stezenie komdrek, tym mniejsze stezenie rOwnowagowe jondw
metalu w roztworze i tym mniejsza pojemnos$¢ biosorpcyjna. Stezenie Spirulina sp. w

dalszych do$wiadczeniach ustalono jako 0.5-1 g/dm’.

200 ﬁ/cﬂ,\i-
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Xlg]
Rys. 8.2.1

Wplyw temperatury oraz stezenia biosorbenta na proces biosorpcji (jony kadmu).
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Ceq [Mmg Me/kg]

0 2 4 6 8 10
X [g/dm 3]

Rys. 8.2.2
Pojemnosc biosorpcji jonébw chromu jako funkcja stezenia biosorbenta; Copme=5,7 mg/kg
- Wplyw wirowania

Uwaza si¢, ze komorki rozbite [281] (np. na drodze wirowania) maja wicksza
pojemnos¢ biosorpcyjna, gdyz wowczas wnetrze komorki (bedace, podobnie jak $ciana
komoérkowa, biopolimerem), wchodzi rowniez w kontakt z roztworem. Stwierdzono, ze w
istocie komorki poddane wirowaniu maja wigksza pojemnos¢ wigzania kationdw niz komorki
nie poddane wirowaniu (Rys. 8.2.3). Rozbijanie komorek wiaze si¢ jednak z wylaniem

sktadnikow komodrkowych i zanieczyszczeniem roztworu.
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Rys. 8.2.3
Wplyw wirowania oraz stezenia biomasy na pojemno$c biosorpcyjng komérek w stosunku do jonéw
miedzi);, wirowanie 1 - czas wirowania 10 minut, wirowanie 2 - 20 minut.
- Wplyw stezenia jonow metalu

Doswiadczenia nad biosorpcja przeprowadzono dla trzech jonéw metali Cr'¥, Cd**
oraz Cu’* oraz czterech morfologicznych form Spirulina. Jony te réznia si¢ warto$ciowoscia

oraz toksycznoscia. Podczas gdy jony Cu** oraz Cr’* uwazane sa za mikroelementy (ich
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niedob6r jest réwnie niebezpieczny co nadmiar), jony Cd* sa wysoce toksyczne (nie
stwierdzono zadnej pozytywnej roli).

Przetestowano stosowalno$¢ roznych modeli (Tabela 2.2.3) do opisu stanow
rownowagowych biosorpcji jondw metali cigzkich przez Spirulina sp. dla poszczegolnych
form morfologicznych: R (liofilizowana), H (heterotroficzna), M (miksotroficzna), A
(autotroficzna). Zadowalajace wyniki uzyskano dla izotermy Langmuira (Rys. 8.2.4).
Wyznaczono parametr modelowy Gma.x (maksymalna pojemno$¢ biosorpcyjna), parametr

b=k/k.; wyznaczono na podstawie doswiadczen kinetycznych (Tabela 8.2.1).
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q¢, [meg/g s.m.]
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Rys. 8.2.
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Izoterma Langmuira jonéw Cr** (a), Cd** (b), Cu** (c) (w temperaturze 35 °C, pH 7) poszczegdinych

form morfologicznych Spirulina sp.

Tabela 8.2.1
Parametry modelowe izotermy Langmuira
cr’ Cd™ Cu”
Qmax Qmax Qmax
b b b
[mea/g] [mea/g] [mea/g]

R 10,7 1.62 1,77 8.16 6,17 4.93
H 2,50 1.62 0,482 8.16 1,32 4.93
M 222 1.62 0,775 8.16 1,05 4.93
A 7,03 1.62 2,83 8.16 4,02 4.93

Na podstawie wyznaczonego parametru modelu Langmuira quax, okreslono maksymalng

pojemnos¢ biosorpcyjng (Tabela 8.2.2). Stwierdzono, ze formy morfologiczne znacznie roznia

si¢ zaleznoscia pojemnosci biosorpcyjne] od stezenia réwnowagowego jonu metalu w

roztworze. Liofilizat Spirulina posiada najwigksza pojemnos$¢ biosorpcyjna w stosunku do
Cr'* (185 mg/g) oraz Cu®*" (196 mg/g), natomiast fotoautotroficzna forma dla Cd** (159

mg/g).

Zaskakujace jest, ze komorki tego samego szczepu Spirulina, wyhodowane w réznych warunkach

swietlnych i1 glukozowych, posiadaja tak rézng charakterystyke biosorpcyjna. Przykiladowo, 1 g

komérek M moze zwiazaé 38.5 mg Cr'’, natomiast formy A 122 mg. Generalnie, gorsza

charakterystyke biosorpcyjna posiadaja formy H i M, ktérych maksymalna pojemno$é biosorpcyjna

Jest srednio 3,5 razy nizsza niz formy R i A (Tabela 8.2.3).
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Tabela 8.2.2
Maksymalne pojemnosci biosorpcyjne Qmax [mg Me/g s.m.] poszczegdinych form morfologicznych
Spirulina sp. (wyznaczone na podstawie izotermy Langmuira)

Cr Cd Cu
R 185.47 99.47 195.90
H 43.33 27.09 42.01
M 38.48 43.56 33.30
A 121.85 159.05 127.64

Majac na uwadze rézne zdolnosci biosorpcyjne form morfologicznych, logicznym
wnioskiem bedzie, ze przy réznych parametrach hodowli, sciana komérkowa mikroalg bedzie

posiadac rozna charakterystyke biosorpcyjna, czyli rozny sktad.

8.3 Powierzchnia sorpcyjna komérek

Przez wiele lat uwazano, ze w procesie biosorpcji jony metalu wiaza si¢ do rozwinigtej
powierzchni sorpcyjnej biosorbenta na drodze adsorpcji [79, 125, 237]. Z reguly, wielkosci
powierzchni tej nie oznaczano, a poniewaz dane doswiadczalne mozna bylo opisaé z
powodzeniem przy pomocy izoterm adsorpcji - nie wnikano w szczegétowy mechanizm
procesu 1 utozsamiano biosorpcj¢ z adsorpcja fizyczna.

Przed przystapieniem do badan, na podstawie doniesien literaturowych [79, 125, 237]
zatozono, ze gtdwnym czynnikiem odpowiedzialnym za wiasciwosci biosorpcyjne komorek
Jest wielko$¢ ich powierzchni. Jezeli proces biosorpcji odbywa si¢ na powierzchni mikroalg i
poszczegolne formy morfologiczne roznia si¢ jej wielkoscia, to powierzchnia adsorpcyjna
powinna by¢ proporcjonalna do maksymalnej pojemnosci biosorpcyjnej. Na tej podstawie
mozna postulowa¢ istnienie korelacji pomigdzy powierzchnia sorpcyjna a pojemnoscia
biosorpcyjna: im wyzsza powierzchnia tym wyzsze quax.

Oznaczono powierzchnig¢ adsorpcyjng (metoda adsorpcji bigkitu metylenowego) komorek
Spirulina sp. Nieoczekiwanie okazalo si¢, ze udzial adsorpcji fizycznej w mechanizmie
biosorpcji byt niewielki. Powierzchnia adsorpcyjna byta na tyle mata (ponizej 1 m%g s.m.), ze
teoretycznie obliczona na podstawie promienia jonowego maksymalna pojemnos¢ adsorpcji
(przy zalozeniu monowarstwy), wynosita 2-7 mg/g (Tabela 8.3.1-2), co jest warto$cia
znacznie nizsza od obserwowanej pojemnosci biosorpeyjnej. Okazato si¢ réwniez (zgodnie z
oczekiwaniami), ze powierzchnia adsorpcyjna zalezy od formy morfologicznej alg.

W Tabeli 8.3.1 przedstawiono zestawienie poréwnawcze maksymalnej pojemnosci
biosorpeyjnej (¢max) poszczegélnych form Spirulina sp. w stosunku do jonow Cr’", Cd**, Cu?*
oraz odpowiednio, powierzchni adsorpcyjnych (4). Wykazano, ze poszczegolne formy



8. Biosorpcja 117

mikroalg posiadaja rézne powinowactwo do kazdego z badanych jonéw metalu. Biorac pod
uwage maksymalng pojemnos$¢ biosorpeyjna (qmax) 1 zakladajac wigzanie metalu w
monowarstwie, obliczono powierzchni¢ jaka zajmuja jony Cr'™ na powierzchni komorki
autotroficznej. Wartos¢ ta wynosi 21 m”. Wynika stad, Zze nalezy rozgraniczy¢ powierzchnig
adsorpcyjna od powierzchni zajmowanej przez jon metalu, zwigzany na drodze innego
mechanizmu, gdyz jon powinien zajmowac¢ 25-krotnie wigksza powierzchnie (lub wigzaé sie
w 25 warstwach, co wydaje si¢ niemozliwe). Powierzchnia adsorpcyjna jest bowiem na tyle
niska, iz mozna wnioskowa¢, ze adsorpcja stanowi niewielki udzial (ok. 5 %) w
mechanizmach skladajacych si¢ na proces biosorpcji (Tabela 8.3.3).

Biomasa autotroficzna i liofilizowana charakteryzuja si¢ najwigksza powierzchnig (ok. 1
m’/g suchej masy). Forma miksotroficzna i heterotroficzna posiadaja bardzo zblizong
powierzchnig, mnigjsza niz formy A i R, co sugeruje, ze formy te sa bardzo podobne do
siebie.

Tabela 8.3.1
Powierzchnia adsorpcyjna komérek (oznaczona metodq adsorpciji bfekitu metylenowego),
maksymalna pojemno$c¢ biosorpcyjna poszczegéinych form Spirulina sp. (a) oraz liczba moli jonéw na
powierzchni adsorpcyjnej 1 m? komérek (b)

Cr Cd Cu
forma
Spirulina Omax A Qmax A Omax A
sp.
[meq Me/g s.m.] [mzlg] [meq Me/g s.m.] [mzlg] [meq Me/g s.m.] [mzlg]
R 10.7 0.997 1.77 0.776 6.17 0.967
H 2.50 0.339 0.482 0.348 1.32 0.421
M 2.22 0.343 0.775 0.369 1.05 0.369
A 7.03 0.834 2.83 1.23 4.02 0.967
(b)
megq/m* Odch. St. Korelacja Wartosé P
cr” 8.25 1.84 0.983 0.017
cd* 2.02 0.43 0.995 0.005
Cu® 413 1.60 0.932 0.068
Tabela 8.3.2

Promienie jonowe kationow metali, powierzchnie jakie zajmujq oraz ilo$¢ jonéw zwigzanych przez
dang forme mikroalg na jednostke powierzchni sorpcyjnej

promien powierzchnia jakg masa ;onéw wigzana przez 1

kation jonowy zajmuje 1 jon masa[;]jonu m” w monowarstwie
. [A] [m’] [mg]
cr 0,69 1,50-10% 8,63-10% 5,78
cd* 0,97 2,95-10% 1,87-10% 6,32

Cu® 0,69 1,50-10% 1,05-10°2 7,05
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Tabela 8.3.3
Pojemnosc adsorpcyjna (qags) oraz udziat adsorpcji w procesie biosorpcji (Ri‘-’g
cr” Ccd” Cr
forma
biomasy Gads Rads Qads Rads Qads Rads
[mg/g] [%] [mg/g] [%] [mg/g] [%]
R 5,76 3,10 4,90 493 6,82 3,48
H 1,96 4,52 2,20 8,12 2,97 7,07
M 1,98 514 2,33 5,35 2,60 7,81
A 4,85 3,98 7,77 4,89 6,82 5,34

Stwierdzono, ze udzial pojemnosci adsorpcyjnej (obliczonej na podstawie znajomosci
powierzchni adsorpcyjnej - metoda blgkitu metylenowego, przy zalozeniu adsorpcji w
monowarstwie) w catkowite] pojemnosci biosorpcyjnej jest taki sam dla kazdej formy
morfologicznej (¢gma—a*A, a-udziat adsorpcji w biosorpcji) komdrek i zalezy od rodzaju jonu
(Rys. 8.3.1 a) (Cr 3.45 %, Cd 4.96 %, Cu 4.20 %), a srednio wynosi 3.7 % (Rys. 8.3.1 b)
Pojemno$¢ adsorpcyjna jest zatem proporcjonalna do catkowitej pojemnosci biosorpcyjnej, a
powierzchnia geometryczna komorek jest suma powierzchni adsorpcyjnej (o powinowactwie
do biekitu metylenowego) oraz innej powierzchni, na ktorej znajduja si¢ miejsca wiazace jony
metali. Oznacza to, ze jednostka powierzchni sorpcyjnej komorek posiada taki sam udziat
powierzchni adsorpcyjnej (3.7 % powierzchni catkowitej), natomiast jednostka masy komérek
roznych morfologicznie posiada rézna powierzchni¢. Jednak jakos¢ tej powierzchni jest taka
sama. Swiadczy to o identycznym sktadzie powierzchni $ciany komérkowej mikroalg, ale o
réznym jej rozwini¢ciu (upakowaniu) w jednostce masy sorbenta.
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R?=0.
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0.3 -
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0.2 -
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0.4 - R =0.83

0.35 -
0.3
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0.2

0.15

0.1 -

0.05

(b)

Rys. 8.3.1
Udziat pojemno$ci adsorpcyjnej w biosorpcyjnej

8.4 Mechanizm procesu biosorpcji

Badania wykazaly staby wplyw temperatury oraz niski udzial adsorpcji w procesie
biosorpcji. Mechanizmem biosorpcji prowadzonej przez Spirulina sp. zatem nie jest adsorpcja
fizyczna.

Przeprowadzono analiz¢ skladu pierwiastkowego roztworu po procesie biosorpcji, ktora
wykazata obecnos¢ kationéw (ktére nie znajdowaly si¢ w roztworze przed procesem) (Rys.
8.4.1), a stanowily 27-29 % roéwnowaznikéw usuni¢tych jondw metali cigzkich. Jony te
musialy pochodzi¢ z biomasy i by¢ zwiazane z nig prawdopodobnie na drodze
elektrostatycznej, odwracalnie. W chwili, gdy w roztworze pojawily si¢ jony metalu cigzkiego
- nastapito wyparcie kationéw (innych metali lub protondw) z miejsc je wiazacych przez jony
metali cigzkich. Nastapil proces wymiany jonowej. St¢zenie rownowaznikowe jondw, z
ktérymi wymiana nastapita (Na’, Mg2+, Ca’*, X', zn*", Fé’ ™) stanowito ok. 27 % usunig¢tego
jonu metalu cigzkiego, w tym: 40 % meq Na*, 30 % meq Mg**, 20 % meq Ca**, 5 % meq K,
2,5 % meq Zn*', 2,5 % meq Fe’*. Analiza skladu pierwiastkowego biomasy potwierdzita
wystepowanie tych jonow w komoérkach Spirulina sp. Za pozostala cze$¢ usunigtego jonu
metalu cigzkiego odpowiedzialna byta wymiana z jonami H' (§wiadczy o tym zmniejszenie
pH).
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stezenie kationow [eq/kg]

J 26,74%
28,95%

Rys. 8.4.1
Jony metalu uwalniane do roztworu w procesie biosorpcji jonéw Cd>* (przy réznym stezeniu
poczatkowym jonéw metalu)

Czynniki wskazujace na moiliwos¢ znacinego udzialu wymiany jonowej w procesie

biosorpcji

Wiazanie jondw metalu na drodze wymiany jonowej znajduje potwierdzenie w
budowie Sciany komdrkowej Spirulina, albowiem komorki alg otoczone sa porowata,
trojwymiarowa makromolekularng siecia - Sciana komorkowa, ktérej najwazniejszymi
sktadnikami sa: peptydoglikan, ktorego polisacharydowa czg$¢ zbudowana jest z polimeru B-
1,4-N-acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego tworzacego trojwymiarows
strukture usieciowang rozgal¢zionymi polipeptydami (Rys. 3.3.2) [153]. Pozostate sktadniki
sciany komorkowej to m.in. kwasy tejchuronowe i tejchowe, polisacharydy oraz biatka [249].
Wigkszos$¢ z tych czasteczek to polielektrolity, posiadajace grupy funkcyjne, takie jak np.
grupy karboksylowe, fosforylowe czy aminowe [60]. Obecnos$¢ miejsc o charakterze zaré6wno
anionowym jak i kationowym sprawia, ze komorki alg maja charakter amfoteryczny i w
zaleznosci od pH grupy te sa uprotonowane lub zdeprotonowane [276].
Miejsca wigzqce jony metali

Jezeli przyja¢, ze dominujacym mechanizmem biosorpcji jest proces wymiany
jonowej, to na powierzchni komérek powinny znajdowaé sie grupy funkcyjne zdolne do
wigzania kationéw, a ich pK, bedzie mozna wyznaczy¢ na podstawie miareczkowania
potencjometrycznego. W ostatnich latach pojawily sie doniesienia literaturowe, ze istnieja
pewne gatunki makroalg-biosorbentéw, ktére wiaza jony metali na drodze wymiany jonowe;
[285]. Zidentyfikowano grupy funkcyjne, o charakterze kwasowo-zasadowym, obecne na
powierzchni ich komérek. Wartosci statych kwasowych przedstawiono w Tabeli 8.4.1 [169].
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Na Rys. 8.4.2 przedstawiono zalezno$