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Intensywny rozwdj biotechnologii, a zwlaszcza inzynierii gene-
tycznej, wymusza potrzebe intensyfikacji badan w dziedzinie
inzynierii bioreaktorowej. W odpowiedzi na to od 1983 roku, co
2-3lata, organizowana jest Ogdlnokrajowa Konferencja Naukowa:
,Postepy Inzynierii Bioreaktorowej”.

Sympozjum to pozwala na wymiane pogladéw szerokiego
grona specjalistow z Polski i z zagranicy oraz umozliwia pod-
jecie tematow dotyczacych inzynierii biochemicznej w sposob
interdyscyplinarny. Jest rOwniez okazja na poszerzenie wiedzy
bioinzynieréw z zakresu nowych trendéw rozwoju inzynierii
bioreaktorowej, zwlaszcza inzynierii fizjologicznej, metabolicznej
i biologii systemow, a ostatnio takze bioenergetyki.

Tegoroczna, XIV juz konferencja odbedzie si¢ w dniach 25-27
wrzesnia w Konopnicy. Organizatorami wydarzenia jest Komitet
InZynierii Chemicznej i Procesowej Polskiej Akademii Nauk oraz
Wydzial Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska Politechniki
Loédzkiej. Na miejsce obrad wybrano dziewigtnastowieczny pa-
facyk w stylu romantycznym, bedacy gléwna czescia Osrodka
Wypoczynkowego Politechniki L.odzkiej ,, Dworek”.

Przez sesje referatowe oraz plakatowe Konferencji przepro-
wadzi uczestnikow niniejsza ksiazka, bedaca zbiorem komuni-
katéw zawierajacych krotkie przedstawienia zaplanowanych
wystapien.
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Wplyw warunkow srodowiska na stabilnos¢
fikocyjaniny pozyskiwanej
z thermosynechococcus PCC6715

A. Antecka’, R. Szelag, S. Ledakowicz

Katedra Inzynierii Bioprocesowej, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, Politechnika Lédzka, Wolczanska 213,
*anna.antecka@p.lodz.pl

Fikocyjanina (C-PC), bedaca kompleksem biatka i pigmen-
tu fikocyjanobilina, jest jedna z fikobiliprotein o glebokim, in-
tensywnym niebieskim kolorze [Patil i in., 2006:76-81]. Dzieki
temu znajduje szereg zastosowan w barwieniu kosmetykéw lub
jako dodatek do zywnosci. Ponadto z uwagi na jej wlasciwosci
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne i przeciwutleniajgce
jest pozadana w przemysle farmaceutycznym oraz medycynie
[da Silva Figueira i in., 2018:1117-1128]. Fikocyjanina przy dtu-
gosci fali okoto 620 nm wykazuje charakterystyczny pojedynczy
pik absorpcji, a fluorescencje emituje przy okoto 642 nm. C-PC
jest wytwarzana przez wiele fotoautotroficznych cyjanobakterii
(sinic), z ktorych najbardziej popularna jest Spirulina platensis
oraz przez dwa rodzaje glonéw eukariotycznych: Rhodophyta
i Cryptophyta. Niestety C-PC izolowana z organizmdw mezofil-
nych, posiada wysoka wrazliwo$¢ na czynniki fizyczne, takie
jak: swiatlo, temperatura, pH i tlen, gdzie ulega rozkladowi
w okoto 90-95%. Zastosowanie takiej fikocyjaniny w przemy-
$le bedzie zatem ograniczone ze wzgledu na obrodbke cieplna,
ktora powoduje wytracanie i blaknigcie niebieskiego pigmentu
[Pan-utai i in., 2018:231-242].
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Thermosynechococcus to rodzaj termofilnych, jednokomorko-
wych cyjanobakterii, zasiedlajacych alkaliczne gorace zrodta
o temperaturze 50-65°C. Mechanizmy adaptacji termofilnych sinic
do roznych stresujacych warunkéw goracych zrodet powoduja,
ze takie organizmy i ich bioprodukty stanowia ogromna wartos¢
dla biotechnologii oraz réznych zastosowan przemystowych
[Cheng i in., 2020:1-13].

Celem pracy byto zbadanie stabilnosci fikocyjaniny w roztworze
otrzymanym po dezintegracji i ekstrakcji biomasy cieptolubnych
cyjanobakterii Thermosynechococcus PCC6715 wobec zmiennych
warunkow $rodowiska, takich jak: temperatura, pH i $wiatto
oraz okres$lenie parametréw umozliwiajacych korzystne warunki
jej przechowywania.

Wartos¢ pH i stezenie fikocyjaniny sa gldéwnymi czynnikami
majacymi wplyw na agregacje i dysocjacje C-PC [Chaiklahan i in.,
2012:659-664]. W roztworze stanowi ona ztozong mieszanine
monomerow, trimerow, heksameréw i innych oligomerow. Przy
pH 5 C-PC wystepuje jako forma heksameryczna, ktora dzieki
swojej stabilnosci stanowi ochrone przed denaturacja. Przy pH
wyzszym niz 7 wystepuje gtownie jako monomer lub trimer, co
powoduje nizsza termostabilno$¢. Wiaze sie to z tym, ze wzrost
pH powyzej pl powoduje zwigkszenie rozpuszczalnosci fiko-
cyjaniny ze wzgledu na wzrost odpychania elektrostatycznego,
ktory zmniejsza agregacje i wytracanie zwigzkdw [Mogany i in.,
2019:1661-1674].

Na rysunku 1 przedstawiono zalezno$¢ stezenia C-PC od od-
czynu pH $rodowiska (A) oraz stabilnos¢ C-PC podczas 10-cio
godzinnego naswietlania (B) w temperaturze pokojowej.

11
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Rys. 1. A - Wpltyw pH na stabilnos¢ C-PC, B — rozktad C-PC
pod wpltywem $wiatta
Zrédto: opracowanie whasne.

Badana fikocyjanina zachowuje swoje wtasciwosci przy pH
w zakresie 4-10, natomiast pH zasadowe powoduje jej szybka
degradacje. Najwyzsze stezenie wykazuje przy pH rownym 5, co
jest zgodne z literatura przedmiotu [Mogany i in., 2019:1661-1674].
Ponadto wykazuje wrazliwo$¢ na swiatlo, a jej odpornos¢ foto-
chemiczna po 10-cio godzinnej inkubacji wynosi jedynie 50%
stezenia poczatkowego.

Z kolei na rysunku 2, przedstawiono wplyw temperatury na
stabilnos¢ C-PC.

12
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Rys. 2. A - Stabilnos¢ fikocyjaniny z Thermosynechococcus podczas
5-cio godzinnej inkubacji w zakresie temperatur
od 30 do 64°C bez regulacji pH, B — przy pH =5

Zrédto: opracowanie whasne.

Wykazano, ze w roztworze bez regulacji pH (pH ok. 7,5) C-PC
jest stabilna w temperaturach do 40°C (rysunek 1A), natomiast
podczas 5-cio godzinnej inkubacji w 50°C traci okoto 40% swoje-
go stezenia poczatkowego. Jednakze stwierdzono zaleznos¢, ze
w zakresie pH od 5 do 8, im nizsza wartos¢ pH srodowiska, tym
wyzsza moze by¢ temperatura, przy ktorej C-PC jest nadal sta-
bilna. Najlepsze wyniki otrzymano dla pH 5, gdzie C-PC pod-
czas 5-cio godzinnej inkubacji w 50°C nadal zachowuje ponad
95%, a w 64°C — 60% wartosci poczatkowego stezenia. Potwier-
dza to wczesniejsze doniesienia o odwrotnie proporcjonalnej

13
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zaleznosci miedzy wartosciami parametréw temperatury i pH
w badaniach degradacji C-PC [Chaiklahan i in., 2012:659-664].
Ponadto stwierdzono, ze fikocyjanina nie traci swoich wtasciwo-
sci w temperaturze —20°C nawet podczas 3-miesiecznego okresu
przechowywania, natomiast w 4°C juz po miesigcu jej stezenie
zaczyna spadad, a po 3 miesigcach wynosi jedynie 25% warto$ci
poczatkowe;j.

Otrzymane wyniki potwierdzaja, Ze fikocyjanina izolowana
z Thermosynechococcus PCC6715 charakteryzuje si¢ wyzsza
termostabilnoscig niz ta pochodzaca z organizméw mezofilnych.
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Charakterystyka czasu mieszania w bioreaktorze
Ready To Process WAVE 25: aplikacyjnos¢ metody
optycznej z cyfrowa analiza obrazu

M. Bartczak’, M. Pilarek

Wydzial Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Politechnika Warszawska, Waryriskiego 1,
00-645 Warszawa, ‘mateusz.bartczak.dokt@pw.edu.pl

Wprowadzenie

Bioreaktory single-use z mieszaniem typu wave to grupa urza-
dzenl szeroko wykorzystywanych w nowoczesnych obszarach
badan podstawowych z zakresu biotechnologii i bioinzynie-
rii. Bioreaktory single-use, m.in. w produkgji czynnikéw bio-
tycznych niezbednych do wytwarzania szczepionek przeciw
chorobom wirusowym [Demirden i in., 2022:714] (w tym prze-
ciw COVID-19) czy komorek dendrytycznych do zastosowan
w immunoterapii [Meng i in., 2018:2516]. Bioreaktory single-use
z mieszaniem typu wave pojawily sie w komercyjnej ofercie
na poczatku XXI wieku. Krotki okres dostepnosci tego typu
aparatow na rynku powoduje, ze zasoby wiedzy dotycza-
ce iloSciowych zaleznosci wartosci parametréw charaktery-
zujacych mieszanie typu wave od wartosci nietypowych para-
metrdw wymuszania przeplywu cieczy, sa mocno ograniczone.
Istotnym zagadnieniem w charakteryzowaniu proceséw zacho-
dzacych w bioreaktorach z mieszaniem typu wave jest opraco-
wanie efektywnych i dokladnych metod pomiaru wartosci
parametréw charakteryzujacych warunki hydrodynamiczne
wewnatrz zbiornika. Celem pracy bylo opracowanie adaptacji

15
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metody optycznej do pomiaru czasu mieszania w reaktorze
ReadyToProcess WAVE 25 (WAVE 25) firmy Cytiva, wyposazonym
w polimerowe zbiorniki hodowlane typu Cellbag. Motywacja do
prac w tym obszarze byly ograniczenia stosowalnosci metody
sensorowej do pomiaru czasu mieszania, we wczesniej przepro-
wadzonych badaniach [Bartczak i in., 2022:133-288]. Podczas
tych badan dostrzezono istotne wady metody sensorowej zwia-
zane z: diugim czasem odpowiedzi elektrody, inwazyjnoscia
i lokalnoscig pomiaru oraz zakléceniami wynikajacymi z manu-
alnego dozowania trasera.

Materialy i metody

Adaptacja metody optycznej pomiaru czasu mieszania zostata
opracowana do stosowania w systemie bioreaktora WAVE 25
wyposazonego w kotysana, termostatowanga platforme, na ktorej
umieszcza si¢ polimerowe zbiorniki hodowlane typu Cellbag.
Roztworem poczatkowym byt 0,001 M roztwoér HCl, z dodat-
kiem btekitu bromotymolowego, petnigcego funkcje wskaznika
odczynu pH. Jako traser wykorzystywano 1 M roztwér NaOH
w ilosci 2 cm® na 1 dm? roztworu poczatkowego, a jego dodanie
powodowato zmiane barwy wskaznika z zoltej na niebieska.
Zaklocenia zwigzane z manualnym dodawaniem roztworu tra-
sera do cieczy w zbiorniku wyeliminowano przy zastosowaniu
autorskiego ukladu do automatycznego i precyzyjnego dozowania
[Pilarek, Bartczak, 2023]. Kamera cyfrowa, rejestrujaca materiat
filmowy obrazujacy proces mieszania, byla umieszczona nad
zbiornikiem bioreaktora nieruchomo wzgledem kotysanej plat-
formy z wykorzystaniem dedykowanego statywu. Statyw ten
wykonano w technologii druku 3D. Material filmowy byt reje-
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strowany z rozdzielczoscia przestrzenng 0,13 mm/piksel oraz
rozdzielczo$cia czasowa 0,02 Hz (rysunek 1). Czas mieszania
zdefiniowano jako okres potrzebny na trwate osiagniecie 95%
catkowitej zmiany powierzchni obszaru zajetego przez piksele
o barwie niebieskiej, czyli odpowiadajacej koncowemu zabar-
wieniu wskaznika.

Rys. 1. Wybrane klatki obrazujace badany proces mieszania
cieczy w zbiorniku Cellbag
Zrédto: opracowanie whasne.

Pliki filmowe zawierajace dane z eksperymentoéw przetwarza-
no przy uzyciu algorytmu w jezyku Python z zastosowaniem
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otwarto-zZrodiowej biblioteki OpenCV, wykonujacego czynno-
$ci zwiazane z: odczytem i filtrowaniem obrazéw zrddtowych,
konwersja danych z przestrzeni barw RGB do przestrzeni L'a’l’,
wyznaczaniem powierzchni obszaréw odpowiadajacych wybranej
barwie wskaznika odczynu pH (z6ltej lub niebieskiej) oraz gene-
rowaniem plikdw i obrazéw wynikowych.

Wyniki

W celu poréwnania precyzji opracowanej adaptacji metody
optycznej pomiaru czasu mieszania wzgledem metody senso-
rowej przeprowadzono badania eksperymentalne. Ponadto wy-
konano serie pomiarow przeprowadzonych dla tych samych
warto$ci parametréw mieszania typu wave (wychylenia o ampli-
tudzie 7°, czestotliwosci 21 min, objetos¢ fazy cieklej 0,6 dm?
i temperaturze 25°C). W przypadku metody optycznej srednia
warto$¢ czasu mieszania wynosita 13,96 s, a dla metody senso-
rowej wartos¢ ta wynosita 13,9 s. (rysunek 2). Wartos¢ odchy-
lenia standardowego wynikow uzyskanych przy zastosowaniu
metody optycznejjest ponad 4-krotnie mniejsza, niz w przypadku
zastosowania metody sensorowej i wyniosta odpowiednio 1,03 s
oraz 4,3 s. Wigksza precyzja metody optycznej w poréwnaniu
z metoda sensorowq jest wynikiem powtarzalnosci realizacji pro-
cedury pomiaru wartos$ci czasu mieszania, na ktora sktadaja sie,
m.in. nieinwazyjno$¢ pomiaréw bez wprowadzania do zbiornika
sond pomiarowych, automatyzacja dozowania trasera, zniwe-
lowanie zaktocenn wynikajacych z dlugiego czasu odpowiedzi
elektrody pomiarowej (w przypadku elektrod pH wynoszacego
od 1 do 5 sekund [Sohanghpurwala i in., 2009:219]).
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Czas
mieszania (s) 21 o

@ o
ome-an

o]

Metoda Metoda
optyczna sensorowa

Rys. 2. Porownanie precyzji metody optycznej
oraz metody sensorowej w zakresie pomiaru wartosci
czasu mieszania
Zrédto: opracowanie whasne.

Whnioski koncowe

Opracowana adaptacja metody optycznej pomiaru czasu miesza-
nia jest warto$ciowym narzedziem do ilosciowej charakteryzacji
procesu mieszania w polimerowych zbiornikach bioreaktorow
z mieszaniem typu wave. Zastosowana metoda optyczna posiada
wiele zalet, w poréwnaniu do uprzednio wykorzystywanej meto-
dy sensorowej, takich jak: bezinwazyjno$¢ pomiaru, eliminacja
zaktocen zwigzanych z manualnym dozowaniem trasera, wysoki
czas odpowiedzi elektrody oraz wysoka rozdzielczos¢ czasowa
pomiaru. Istotnym atutem proponowanej metody optycznej jest
mozliwo$¢ obserwacji procesu mieszania w catej objetosci ptynu
wypelniajacego polimerowy zbiornik/mieszalnik poddawany
oscylacyjnym wychyleniom, a tym samym mozliwos¢ wyznacza-
nia lokalnych warto$ci czasu mieszania w wybranych obszarach

19



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

fazy cieklej. Wykazano, iz precyzja opracowanej adaptacji metody
optycznej jest kilkukrotnie wyzsza, niz analogicznie stosowanej
metody sensorowej.

Badania byty finansowane ze srodkow Politechniki Warszawskiej w ramach
programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza (IDUB),
grant YOUNG PW.
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Analiza repertuaru metabolicznego i morfologii
promieniowca Streptomyces rimosus ATCC 10970
w hodowlach bioreaktorowych prowadzonych
przy roznych poczatkowych stezeniach zrodel
wegla i azotu

M. Bizukoj¢’, A. Scigaczewska, T. Boruta, A. Ruda, A. Kawka

Katedra Inzynierii Bioprocesowej, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, Politechnika L.odzka, Wélczanska 213, "bizukojc.marcin@p.lodz.pl

Farmaceutycznie istotne substancje, takie jak metabolity wtdrne
mikroorganizmdéw oraz enzymy, produkowane sa w gltownej
mierze przez bakterie i grzyby strzepkowe [Del Carratore i in.
2022:102762; Seca, Pinto 2019:66]. Do mikroorganizmdw strzep-
kowych najszerzej wykorzystywanych w bioprocesach na skale
przemystowa, w szczegdlnosci do biosyntezy antybiotykow,
naleza promieniowce. Jednym z przyktadow tych pozytecznych,
gram dodatnich nitkowych bakterii jest Streptomyces rimosus. Pod-
stawowymi sposobami stymulowania mikroorganizméw do pro-
dukcji metabolitéw wtdrnych jest manipulacja warunkami wzrostu
i skladem pozywki hodowlanej [Bode i in., 2002:619-627])
Z kolei ilo$¢ wegla i azotu uzytego w tym dzialaniu jest jednym
z najsilniejszych czynnikéw wptywajacych na procesy biosyn-
tezy metabolitoéw. Z tego powodu w niniejszej pracy zbadano
wplyw poczatkowego stezenia zrodla wegla (glukoza) i azotu
(ekstrakt drozdzowy) na powstawanie osiemnastu metabolitow
wtoérnych Streptomyces rimosus ATCC 10970 oraz rozwdj morfo-
logiczny tego promieniowca w hodowlach bioreaktorowych.

21



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

Materialy i metody

Przeprowadzono serie hodowli S. rimosus ATCC 10970 w 51
bioreaktorach zbiornikowych mieszadtlowych BIOSTAT® B
(Sartorius). Poczatkowy skiad pozywek hodowlanych roznit
si¢ stezeniem zrddia wegla (glukoza) lub stezeniem zrédia azo-
tu (ekstrakt drozdzowy). Testowano nastepujace kombinacje.
Do badania wplywu zrdédla azotu zastosowano trzy podioza
zawierajace 1, 5 lub 20 g L' ekstraktu drozdzowego przy 20 g L™
glukozy. Do zbadania wptywu zrodia wegla zastosowano wa-
rianty: 0; 3,5, 7,01 20,0 g L glukozy przy 5 g L™ ekstraktu droz-
dzowego. Pozostata ilos¢ sktadnikéw byta taka sama dla kazde-
go wariantu hodowli.

Analiza metabolitow wtornych, sktadu podidz oraz
morfologii S. rimosus

Probki zawartosci bioreaktoréow pobierano co 24 godziny. Me-
tabolity wtérne obecne w przesaczach oraz sktadniki podtozy
analizowano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (AQUITY-UPLC®) z wykorzystaniem kolumny BEH Shield
RP18 w ukladzie faz odwrdconych (2,1 mm x 100 mm x 1,7 pm)
iw potaczeniu z wysokorozdzielcza spektrometrig mas (ACQUITY-
-SYNAPT G2, Waters, USA).

Wyniki i wnioski

Niska poczatkowa ilos¢ ekstraktu drozdzowego na poziomie
1 g L' spowodowata silnie ograniczony azotem wzrost biomasy,
ktorejilos¢ nie przekraczata 2 g x L' w 96 godzinie. Natomiast duza
poczatkowa dostepnosc azotu (20 g L ekstraktu drozdzowego)
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spowodowata wzrost ilosci biomasy do 13 g x L' w 96 godzinie.
Efekt zmiany poczatkowego stezenia glukozy (zrédia wegla)
nie byl tak spektakularny, jak w przypadku Zrédla azotu. Gdy
poczatkowe stezenie glukozy wzrastato, ilos¢ powstajacej bio-
masy byta proporcjonalnie wigksza.

Podczas eksperymentéw zidentyfikowano 18 metabolitow
wtornych S. rimosus. Ponizej oméwiono najwazniejsze wyniki.
Wysokie poczatkowe stezenie azotu organicznego nie sprzyjato
powstawaniu metabolitéw wtoérnych z grupy oksytetracyklin.
W eksperymencie z ekstraktem drozdzowym w stezeniu 20 g L™
nie wykryto zaréwno oksytetracykliny, jak i 2-acetylo-2-dekar-
boksyamidooksytetracykliny. Niski poziom azotu organicznego
(1 g L ekstraktu drozdzowego) sprzyjat bardziej 2-acetylo-2-de-
karboksyamidooksytetracyklinie, niz samej oksytetracyklinie.
Istniata wyrazna korelacja dla trzech wykrytych rymocydyn.
Dla wszystkich z nich optymalnym stezeniem ekstraktu drozdzo-
wego w podlozu bylto 5 g L. To samo dotyczyto turgicheliny,
lucensomycyny, nienazwanej angucykliny, 7-dimetylo-gluko-
pierycydyny A oraz milbemycyn. Jednak dla milbemycyny
a, + 4[O] jej poziomy byty porownywalne zaréwno dla 1, jak
i 20 g L! ekstraktu drozdzowego. Cztery pozostate metabolity
wykazaly zupelnie inng korelacje z poczatkowym stezeniem
azotu organicznego. Mowa o kwasie lorneinowym ], enami-
nomycynie B, spinoksazynie A i 2-metylotio-cis-zeatynie.
Ich poziomy przy 1 g L* ekstraktu drozdzowego byly bliskie
zeru, a ich najwyzszy sygnal wykryto w eksperymentach z naj-
wiekszym poczatkowym stezeniem azotu organicznego w pod-
tozu20 g L.
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Rys. 1. Wptyw poczatkowego stezenia azotu (ekstrakt drozdzowy)
na biosynteze wybranych metabolitow wtornych S. rimosus:
A — oksytetracyklina, B — rymocydyna,
C - kwas lorneinowy J, D — spinoksazyna A
Zrédto: opracowanie wlasne.

Wptyw poczatkowego stezenia glukozy na metabolizm S. rimosus
byt bardziej przewidywalny. Zwykle w przypadku metabolitow
wtornych ich produkgcja jest silnie zalezna od zrédia wegla, ponie-
waz to wlasnie atomy wegla tworza szkielet weglowy tych stosun-
kowo duzych czasteczek.

Zawarto$¢ azotu oraz wegla w podiozu hodowlanym miata
tez wyrazny wplyw na morfologie S. rimosus, co moglo bezposred-
nio przyczynic si¢ do zmian metabolicznych mikroorganizmu.
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Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze przy deficycie sktadnikéw po-
karmowych (eksperymenty z 1 g L' ekstraktu drozdzowego
i0 gL glukozy) S. rimosus tworzyt okragte, regularne aglomeraty
zwane peletkami. Zwiekszenie ilosci azotu i wegla w podtozu
prowadzilo do wzrostu mikroorganizmu w postaci mniejszych
form typu clump oraz grzybni rozproszonej.

Niniejsze badania zostaly wykonane w ramach projektu UMO-
2021/43/B/ST8/00268 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Badanie szybkosci reakcji dwutlenku wegla
z roztworami n-metylodietanoloaminy
i anhydrazy weglanowej w reaktorze
z plaska powierzchnia kontaktu

M. Blatkiewicz’

Katedra Inzynierii Bioprocesowej, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, Politechnika t.odzka, Woélczanska 213,
*michal.blatkiewicz@p.lodz.pl

Wprowadzenie

Zmiany klimatyczne wymuszaja dziatania polegajace na zmniej-
szeniu emisji gazéw cieplarnianych do atmosfery. Jednym ze
sposobdw ograniczania emisji jest bezposredni wychwyt dwu-
tlenku wegla z gazéw odlotowych, opuszczajacych elektrownie,
zaktady produkcyjne itp. Powszechnie stosowanym procesem
jest absorpcja reaktywna, gdzie gaz jest selektywnie oczyszczany
z konkretnego skladnika za pomoca fazy ciektej, w ktdérej dany
skladnik jest wigzany chemicznie. Rozpuszczalniki nieorganiczne,
takie jak wodne roztwory wodorotlenku sodu, sg tanie i oferuja
bardzo wysoka kinetyke reakcji chemicznej. Mimo to ich zasad-
niczaq wada jest brak mozliwosci regeneracji po procesie absorpgji.
Alternatywa sa rozpuszczalniki organiczne, takie jak alkanolo-
aminy.

Alkanoloaminy mozna podzieli¢ zasadniczo na dwie grupy:
te, w ktorych atom azotu jest niecatkowicie podstawiony (aminy
pierwszo- i drugorzedowe) oraz te, w ktérych atom azotu jest
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w pelni podstawiony (aminy trzeciorzedowe). Podziat ten uza-
sadniony jest mechanizmem reakgji. O ile aminy z pierwszej grupy
reaguja z CO, bezposrednio, tworzac wigzania kowalencyjne,
tak aminy trzeciorzedowe reaguja posrednio jako akceptory pro-
tonowe dla czasteczek wody, co prowadzi do powstania jonéw
wodoroweglanowych [Littel i in., 1990:1633-1640].

RsN + H,0 + CO, = RyNH* + HCO,™. @)

Oprocz reakgi (I) réwnolegle przebiegaja reakcje (II) i (III)
[Versteeg i in., 1988:5 73-585]

OH™ 4 CO, = HCO;™, (1)
2H,0 + CO, = HCO;™ + H0*. (IID)

Poniewaz aminy pierwszo- i drugorzedowe reaguja z CO,
bezposrednio, catkowite wspotczynniki szybkosci reakcji ich roz-
twordw sa znacznie wyzsze od szybkosci reakcji amin trzecio-
rzedowych. Niemniej odznaczaja sie rowniez znacznie wyzsza
entalpig reakgji [Kim i in., 2009:2027-2038]. Problem niskiej szyb-
kosci reakcji moze jednak zosta¢ czeSciowo skompensowany
dodatkiem katalizatorow. Anhydraza weglanowa (CA) (EC 4.2.1.1)
jest enzymem zdolnym znaczaco poprawic szybkos¢ reakgji CO,,.
Wykazano, ze w roztworach amin trzeciorzedowych, CA nie
wplywa na reakgje (I), ale zwieksza wspotczynnik kinetyczny
reakgji (III), wykorzystujac czasteczki aminy na etapie regeneracji
centrum aktywnego [Penders-van Elk i in., 2012:385-392].
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Materialy i metody

Do badan zbudo-
RS Al wano termostato-

. Czujnik cisnienia

1
e —— 2. Czujnik temperatury
3. Butla z gazem Wany reaktor o pia_
4. Podajnik cieczy o . . .
5. Odplyw wod termostatujace] skiej powierzchni
3 6. Doplyw wody termostatujacej .

7. Odplyw cieczy poreakcyinej kontaktu ciecz-gaz
8. Zawor bezpieczefstwa

i - - y 9. Zawér do manualnej regulacji ci$nienia (rysunek 1 ), Wypo_

sazony w czujnik
Rys. 1. Schemat reaktora temperatury typu
Zrédlo: opracowanie wiasne. Pt 100 oraz czuj-
nik cisnienia APC-
2000 firmy Aplisens. Objetos¢ fazy gazowej wynosita 376.3 cm?,
a fazy ciektej 485.7 cm®. Badania kinetyki absorpcji prowadzono
w réznych temperaturach (291, 295, 298, 303 K) i przy réznych
predkosciach obrotowych mieszadta (60, 120, 180 rpm).
Dwutlenek wegla do eksperymentéw reaktywnej absorpcji
(>99.9%) zakupiono od Air Products, a n-metylodietanoloamine
\?»O%Wag (MDEA) (>99%) od Brenntag. Z kolei roztwér MDEA
z dodatkiem 0.2%,  CA dostarczyt Evonik.
Poniewaz szybkos¢ reakcji w réwnaniu II jest pomijalna,
a stezenia MDEA, wody i CA zmieniaja si¢ nieznacznie, wspot-
czynnik kinetyczny pseudo-pierwszorzedowej reakdji (k ) mozna
uproscic¢ do formy:

1
kov =kca - cca Cuyo + kmpea - Cupea [;], (1)

gdziek, .. ik, sa wspotczynnikami kinetycznymi odpowiednio
reakcji z MDEA i CA. Wykorzystujac definicje liczby Hatty oraz
zamkniety bilans masy w reaktorze, wartos¢ k, mozna wyzna-

czy¢ z nastepujacego rownania:
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A\ koyDHRT
ln(pcoz,1) = _%' (t1 —to) + ln(Pcoz,o); (2)
gdzie p o, 1 Pco,, 0dnosza sie do cisnienia w czasie t,i t, A jest
powierzchnia kontaktu, H stala Henry'ego, R stala gazowa,
T temperatura, D dyfuzyjnoscia CO, w roztworze, a V objeto-
$cig gazu.
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6088 5
kea = 5.707-10' - exp (- 222) [ﬁkgs] ()
Zaleznosci opisujace wartosci k,, ., i k., mozna opisa¢ odpo-

wiednio réwnaniami (3) i (4):

Niniejsze badania zostaly wykonane w ramach projektu UMO-
-2020/39/1/5T8/01381 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Abstract

As environmental regulations for wastewater treatment plants
(WWTPs) become increasingly stringent, new technologies are
being explored. The paper explores the use of free nitrous acid
(FNA) as a means of conducting shortcut nitrification in a main-
stream WWTP. This process entails utilizing FNA to inhibit
nitrite-oxidizing bacteria (NOB) in a separate reactor, known as
a selector. The study focuses on the duration and concentra-
tion of free nitrous acid exposure and its impact on the activity
of nitrifiers involved in both the first and second nitrification
phases. The researchers obtained activated sludge samples from
a municipal sewage treatment plant for their investigation. How-
ever, using shortcut nitrification in the mainstream of the treat-
ment plant results in the presence of nitrites instead of nitrates
in the outflow. As nitrite concentrations are tightly regulated
in effluent, further removal of nitrites, such as through filters,
is required. In this study, the use of denitrification filters, along
with three different methods of inoculation and an external
carbon source, were also examined.
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Introduction

One of the significant challenges faced by wastewater treatment
plants (WWTPs) is to reduce their operating costs while main-
taining high efficiency and reducing greenhouse gas emissions.
Many municipal WWTPs receive wastewater with a low C/N
ratio, which can reduce the denitrification process and result
in relatively high nitrogen loads due to an insufficient carbon
source. The use of nitrite pathways has been suggested as a modi-
fication of biological nitrogen removal processes, as it can reduce
the need for a carbon source and aeration, resulting in lower
nitrogendischargeand asmaller carbonfootprint[Rodriguez-Gar-
cia i in., 2014:871-879]. However, achieving stable performance
of the nitrite pathway is challenging, as it requires suppressing
or leaching nitrite-oxidizing bacteria (NOB) while developing
ammonium-oxidizing bacteria (AOB). Shortening the nitrifica-
tion process in mainstream WWTPs remains challenging due to
low nitrogen concentrations and temperatures. However, using
free nitrous acid (FNA) can allow for stable AOB development,
unrestricted by aeration systems, and FNA production from
reject water after anaerobic digestion is sustainable and econom-
ically beneficial [Duan i in., 2018:360-370]. However, low nitrogen
concentrations in municipal wastewater make it challenging
to achieve an adequate FNA concentration. Nevertheless, it is
possible to produce nitrite in a side stream on the reject water
and then mix it with activated sludge in a selector reactor. This
approach is being tested in the Shortened Nitrification in the
Mainstream Results in Nitrites Instead of Nitrates in the Outflow
of the Treatment Plant (SNIT) project. The optimal parameters
of NOB inhibition (FNA concentration, contact time, pH) were
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determined in short laboratory tests, but the FNA treatment
conditions are still unclear, as some studies have shown NOB
adaptation to FNA in the past. As nitrite regulations are very
strict, the outflow from the treatment plant must not exceed 1 g/m”.
Thus, additional treatment of the outflow from the treatment
plant of nitrite nitrogen is required, and denitrification filters
can be used for this purpose. Although this technology has been
widely applied for nitrate removal (Gou i in., 2021:101-873), its
usage for nitrite reduction from wastewater is not well described.

Materials and methods

The measurements were conducted using a traditional fed-batch
respirometer with a small, enclosed reactor vessel. An oxygen
electrode was included in the respirometer, which was connected
to a program for automatic recording of readings. The methodol-
ogy presented in (Surmacz-Gorska i in., 1995:569-577) was used
to verify the measurement of activity. Selective nitrification in-
hibitors, such as Allylthiourea (ATU) and sodium azide/sodium
chlorate solutions, were used during the experiments, which
were carried out using activated sludge from WWTP. The pH
was varied from 5.5 to 7.0, and the FNA concentration ranged
from 0.004 to 2.3 mgHNO,-N/L. AOB and NOB activities were
measured after FNA treatment, and the response of the tested
nitrification inhibitors was compared. Based on the expected
capabilities of the pilot stations, a series of tests were planned
using a central composite design (CCD) with a retention time of
6-8 hours in the selector, pH of 5-7, and N-NO, of 100-300 mg/L.
The experiment was conducted in three denitrification filters
(R, R, and R)) filled with expanded clay and halloysite, with an
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active volume of 500 mL. Activated sludge (7.8 mg TSS/L) was
used to inoculate the reactors, and the ratio of activated sludge
to halloysite was 30% (v/v). The hydraulic retention time (HRT)
was 2 hours, and the nitrite concentration was 10 mg/L, while
the COD concentration was 90 mg/L. The experiment was
conducted at a temperature of approximately 20°C and pH 7.0.
Finally, three different carbon sources (endogenous, acetic acid,
and methanol) were tested.

Results and discussion

NOB activity decreased after sludge FNA treatment. AOB activity
also decreased. In the low FNA concentration range, it was chal-
lenging to demonstrate the effect of contact time on NOB inhibi-
tion. Some analyses noted a decrease in AOB activity. The OUR
measurements had a lack of repeatability due to the activated
sludge condition and conditions of the processes. FNA concen-
tration of 0.40-0.63 mgHNQO,-N/L inhibited NOB culture by 50%.
Various inhibitors of the nitrification process were tested during
the oxygen uptake rate measurements, but no significant effect
was demonstrated. Batch tests showed that the most effective
contact time for NOB inhibition was 18h, with an FNA concen-
tration of 0.4 mgHNO,-N/L. The results showed the potential
of FNA in the inhibition of NOB while still maintaining good
condition and properties of AOB.

R3 had the highest level of COD and NO, removal, reaching
100% efficiency for NO, removal between 8 and 10 days, while
COD removal was approximately 80%. Similar results were
obtained for R,. In R,, the removal efficiency of NO, increased
from 10% on day 4 to 70% on day 8, reaching 97% on day 14.
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It can be suspected that the inoculation method by feeding the
filter from the top needs more time for adaptation for microorga-
nisms. Decrease in the removal efficiency of both NO, and NO,
was observed after day 10 in each reactor, which may be caused
by the desorption of both NO, and NO, from the halloysite.
Further analysis is required for this thesis.

Conclusion

Batch tests showed that the most effective contact time for
NOB inhibition was 18h, with an FNA concentration of 0.4
mgHNO,-N/L. The results showed the potential of FNA in the
inhibition of NOB while still maintaining good condition and
properties of AOB.

Denitrification filters seem to be a good technology for NO,
removal in tertiary treatment. As the most effective method
of inoculating the bed seems to be its complete mixing with the
sludge. Moreover, studies have shown that it only takes 8 days
to achieve stable system operation. It is worth to noted that
further researches focusing on nitrogen load, temperature and
HRT are ongoing.

The project was funded by the Polish-Norwegian Research Programme
operated by the National Centre for Research and Development under
POLNOR 2019 in the frame of Project Contract No NOR/POLNOR/
SNIT/0033/2019-00.
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Abstract

This study evaluates in-situ biological hydrogen methanation in
a mesophilic continuous stirred-tank reactor (CSTR) for biogas
upgrading. Two 5 L CSTRs were loaded with inoculum sludge
and fed with mixed waste sludge at a mesophilic temperature
of 37°C. One reactor was operated as a control, while the other
was injected with H, at a 4:1 H:CO, ratio through a micro-ceramic
membrane diffuser. Gas counters and gas chromatography were
used to monitor the biogas production. The results showed an
increased methane yield of 215 mL/g VS compared to 135 mL/g
VS in the control reactor, with an improved biogas quality of 68%
CH, compared to 52% without H, injection. The study found that
88% of the hydrogen injected was utilized in the bio-methana-
tion process. The study suggests that upgrading biogas from
sewage sludge using hydrogen injection is promising, and further
studies will be carried out to maximize H, utilization in ther-
mophilic conditions. In addition, it is planned to introduce gas
recirculation in order to better utilize the introduced hydrogen.
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Introduction

Biogas is primarily composed of methane (CH,) with 50-70%
and carbon dioxide (CO,) with 25-45%, while other compounds
such as nitrogen (N,), oxygen (O,), and hydrogen sulfide (H,S)
are present in smaller amounts (0-3%, 0-1%, and 0-4% respec-
tively) (Golmakani, i in., 2022:123085). However, these other gas-
es, except CH,, are considered biogas pollutants and decrease
the energy content of biogas, resulting in a lower calorific value
(LCV) of 20 MJ/m? instead of 36 MJ/m’. Biogas has the potential
to be used as an alternative to natural gas, but the European
Commission mandates that the gas quality standards contain
about 95% methane [Angelidaki, i in., 2018:452—466]. Therefore,
biogas must be treated to increase the methane content, which
can be achieved through the conversion of CO, to CH, by
reaction with H, [Kougias, i in., 2017:429-437]. Two methods
of upgrading biogas are in-situ and ex-situ. In-situ upgrade
involves injecting H, into the AD reactor during the process,
while ex-situ upgrade occurs by mixing biogas and H, in an
external anaerobic reactor. This study focuses on evaluating
in-situ upgrade of biogas produced from anaerobic digestion of
sewage waste sludge by injecting H, inside a CSTR system.

Materials and methods

Reactors set-up and operation

Two 5L laboratory-scale AD reactors were used in this study. One
of the reactors was used as the control while the other was injected
with H, gas. The reactors were equipped with paddle-type
mixers and kept at a temperature of 37-38°C using a water jacket
connected to circulating water baths with a digital temperature
controller (VWR International, USA). H, was injected into one of

38



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

the reactors using a precision digital mass flow controller (MFC)
model DPC07 (AALBORG, USA) through a ceramic membrane
micro-bubble diffuser ED 60 (Enviro Ceramic Co., Ireland) made
of ultra-fine nano porous aluminum oxide. The reactors were
loaded with inoculum from an anaerobic digester of a municipal
wastewater treatment plant (WWTP) from southern Poland with
a VS content of 1.5%, while the substrate used was collected
from mixed sludge waste with an average VS content of 2.7%
from the same treatment plant. Both reactors were operated at an
OLR of 1.9 g VS/L and fed with sewage sludge substrate every
24 hours with a SRT of 14 days. In the next stage of the study,
gas recirculation was introduced to better utilize the introduced
hydrogen.

Analysis and measurements

pH and temperature measurements were carried out in the
reactors on daily basis. The volume of produced biogas was
measured continuously with use of gas counter (RITTER MGC-
1 V3.4, Germany) PC software. The composition of biogas was
measured by collecting gas in Tedlar bags and injection to gas
chromatography (Agilent). Also, the composition of substrate
and digestate from each reactor was monitored weekly in terms
of soluble COD, TS, VS, TN, ammonia, VFA and alkalinity.

Results and discussion

In this study, H, gas was introduced to a CSTR reactor at a flow
rate of 1.4-1.5 mL/min to achieve a H,:CO, ratio of 4:1, which
is summarized in Table 1. The study recorded anaverage hydro-
gen addition of 3150 mL/d and average produced biogas of
2510 mL/d in the control reactor. Meanwhile, the average amount
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of upgraded biogas from bio-methanation process was 3100
mlL/d, containing 11% H,. The study found that the CH, yield in-
creased by 59% (from 135 to 215 mL/g VS) and methane produc-
tion rate was 415 mL/Lvr.d compared to 260 mL/Lvr.d without
hydrogen addition. The H, conversion rate was high, ranging
from 83 to 92% with an average rate of 88%. The gas compo-
sition analysis showed an increase in the % CH, reaching 68%
compared with 52% in the control reactor. These results are com-
parable to similar studies on in-situ bio-methanation in CSTR
reactors. For instance,[Luo, Angelidaki, 2013:1373-1381] obtained
CH, content of 68% at retention time 92h and methane production
rate of 1.2 L/Lvr.d during their investigation of biogas upgrading
by hydrogen bio-methanation in 1L CSTR for digestion of
manure at thermophilic condition (55°C) with H,: CO, ratio
of 4:1. The authors suggest that the achieved results could be
further improved by increasing the H, to CO, ratio to more than
4:1 by circulating a part of the biogas in the reactor headspace
and applying thermophilic conditions in the reactor.

Tab. 1. Process performance variables in control CSTR
and upgraded CSTR with H2 addition.

Reactors Control CSTR Upgraded CSTR
H, addition No Yes
H,:CO, ratio -- 4:1
H, added (L/L,,. d) - 1.3
% CH, 52 68
% CO, 32 18
% H, - 1
CH4 production rate (L/L_.d) 260 415
CH, yield (mL/g VS) 135 215
% H, consumption - 88

Source: own elaboration.
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Conclusion

This study illustrates the possibility of upgrading biogas through
on-site biological hydrogen methanation usinga two CSTR system.
One reactor served as the control while the other was injected
with hydrogen via a ceramic diffuser in a H,:CO, ratio of 4:1. The
upgraded CSTR demonstrated good performance, with an aver-
age methane yield of 215 mL/g and an improvement in biogas
quality, with % CH, reaching 68%. About 88% of the hydrogen
injected into the reactor was utilized. These findings indicate the
potential of biogas upgrading from sewage sludge, and further
research is necessary to investigate the effect of gas recirculation
and performance in thermophilic conditions to achieve maximum
H, utilization for high-performance bio-methanation.

The project was funded by the Polish-Norwegian Research Programme
operated by the National Centre for Research and Development under
POLNOR 2019 in the frame of Project Contract No NOR/POLNOR/
WasteValue/0002/2019-00.
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K. Dabkowska-Susfal", J. Mierzejewska?

Politechnika Warszawska, Wydziat Inzynierii Chemicznej i Procesowej,
Warynskiego 1, 00-645 Warszawa *Katarzyna. Dabkowska@pw.edu.pl
?Politechnika Warszawska, Wydziat Chemiczny, ul. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa

W zwiazku z koniecznoscia realizacji polityki zrownowazonego
rozwoju, poszukuje sie efektywnych metod wytwarzania warto-
Sciowych produktow z odnawialnych surowcoéw lignocelulo-
zowych. Przykladem takich surowcéw sa odpady z produkgji
rolnej, a wérdd nich stoma kukurydziana. Zawarte w ich struk-
turze polisacharydy stanowia zrédlo 5-cio i 6-cio weglowych
cukréw prostych, ktére moga by¢ za pomocg metod mikrobio-
logicznych, przetwarzane w biorafineriach, m.in. w biopaliwa,
biodegradowalne polimery i leki. Przerdbka biomasy w biopaliwa
jest realizowana w zaawansowanych technologicznie krajach
jako sposdb na stopniowe uniezaleznienie si¢ od surowcow
kopalnych. Szczegdlne znaczenie ma bioetanol, otrzymywany
w trakcie fermentacji glukozy uwalnianej z biomasy lignocelulo-
zowej, na ktory stale rosnie zapotrzebowanie gtownie w sektorze
transportu. Optacalnos¢ technologii produkgcji bioetanolu moze
by¢ podniesiona przez zintegrowana produkcje warto$ciowych
chemikaliow, np. ksylitolu, na drodze fermentacji pentoz, otrzy-
mywanych z frakcji hemicelulozowej biomasy [Dionisio i in.,
2021:121-290]. Ksylitol znalazt zastosowanie, m.in. w przemysle

42



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

spozywczym, farmaceutycznym oraz w inzynierii materialowej
i jest obecnie wytwarzany metoda chemiczng na drodze uwo-
dornienia ksylozy z uzyciem Ni/AlL O, jako katalizatora [Felipe
Hernandez-Pérez i in., 2019:924-943]. Koszt procesu chemiczne-
go jest jednak wysoki ze wzgledu na: powstawanie produktéw
ubocznych, niska wydajnos¢, potrzebe oczyszczania ksylitolu
oraz stosowania wysokich temperatur i cisnien.

Najlepszymi naturalnymi producentami ksylitolu sa szczepy
drozdzy zaliczane do gatunku Candida tropicalis lub Kluyveromyces
marxianus [Venkateswar Rao i in., 2016:299-310]. Dodatkowo fer-
mentuja one glukoze do etanolu, co powoduje, ze sg szczegolnie
uzyteczne w przypadku uzycia odpadéw lignocelulozowych
jako surowca. Na wydajno$¢ wytwarzania ksylitolu wptywa,
m.in. stezenie cukrow prostych w pozywece, zrédlo azotu oraz
warunki prowadzenia hodowli [Kumar i in., 2018:416-419].
Dotychczasowe rozwiazania nie doprowadzity do opracowania
optacalnej technologii produkgji ksylitolu, stanowiacej alternatywe
dla metod chemicznych.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie efektywnosci zintegro-
wanej biotechnologicznej produkgji etanolu i ksylitolu na dro-
dze hydrolizy enzymatycznej, a nastepnie fermentacji stomy
kukurydzianej przy uzyciu nowego szczepu drozdzy Candida
tropicalis z kolekcji kultur PW. Przed hydroliza surowiec pod-
dano wstepnej obrobce z uzyciem 2% NaOH (121°C, 0,1 MPa)
przez 10 min. Stezenie suchej masy surowca podczas obrobki
wynosito 50 g-dm?. Hydrolize biomasy po obrébce prowadzono
z uzyciem preparatu enzymatycznego Cellulase, enzyme blend
(Sigma) w srodowisku buforu cytrynianowego (0,05 mol-dm?)
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o pH 50 w 48°C przy 150 obrmin’. Mieszaniny reakcyjne
zawieraly po 5 g s.m. surowca, 0,5 g preparatu enzymatycznego
oraz 100 cm?® buforu. Uzyskane hydrolizaty, zawierajace glukoze
i ksyloze, poddano fermentacji z wykorzystaniem trzech zrédet
azotu: ekstraktu drozdzowego, aminobaku lub siarczanu amonu
w temperaturze 35°C, przy rdéznych warunkach wytrzasania:
150 obr'min™ przez caly czas trwania procesu lub 150 obr-min™
przez 12 h, a nastepnie ich obnizenie do 50 obr-min™. Kazda kolba
hodowlana zawierata 25 cm® hydrolizatu, 0,25 g zrodla azotu
oraz 1 cm® inokulum drozdzy. Przed dodaniem drozdzy, kolby
Z wyzej wymieniong zawarto$cia autoklawowano przez 15 min
(121°C, 0,1 MPa). Do$wiadczenia prowadzono w trzech powto-
rzeniach. Zawartos¢ cukréw prostych oraz produktéw fermentacji
oznaczano metodg HPLC.

Na rysunku 1 przedstawiono uzyskane wyniki. We wszystkich
przypadkach stezenie wyprodukowanego etanolu malato po
pewnym czasie prowadzenia hodowli, co moze oznacza¢, ze
byl on zuzywany przez drozdze jako dodatkowe zrédto wegla
i energii po zuzyciu glukozy. Dla statej szybkosci wytrzasania
150 obr-min™ najnizsze stezenia etanolu i ksylitolu zauwazono
w przypadku uzycia siarczanu amonu jako Zrddla azotu. Zmniej-
szenie szybkosci wytrzasania do 50 obr-min® po 12 h hodowli
spowodowato, ze wyraznie zmalala ilo$¢ wytworzonego etanolu,
dla wszystkich badanych zrddet azotu, jednak wzrosto stezenie
wytworzonego ksylitolu.
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Rys. 1. Zmiany stezenia substratow (glukozy i ksylozy) oraz
produktéw (etanolu i ksylitolu) w czasie prowadzenia fermentacji
hydrolizatow stomy kukurydzianej po alkalicznej obrobce wstepnej
Zrédto: opracowanie whasne.

Najwieksza efektywnos¢ wytwarzania etanolu i ksylitolu nastepuje
w czasie prowadzenia fermentacji z uzyciem ekstraktu drozdzo-
wego, po zmianie szybkosci wstrzasania do 150 obr-min™. Pod-
sumowujac mozna stwierdzi¢, ze badane warunki procesu wpty-
waja zardwno na szybkos¢ zuzycia glukozy i ksylozy, jak i na
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ilos¢ produkowanego przez drozdze etanolu i ksylitolu. Zmniej-
szenie szybko$ci wytrzasania w trakcie procesu do 50 obr-min™
korzystnie wptynelo na wydajnos$¢ produkgji ksylitolu, jednak
kosztem ilo$ci wytworzonego etanolu.

Badania byty finansowane ze srodkow Politechniki Warszawskiej w ramach
Programu. Inicjatywa Doskonatoéci - Uczelnia Badawcza (IDUB).
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Wplyw Zrodla inokulum i obrobki wstepnej
na produkcje biowodoru w procesie
fermentacji kwasnej

M. Dominska’ K. Pazdzior, R. Slgzak, S. Ledakowicz

Politechnika F.6dzka, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska,
ul. Wélczanska 213, 93-005, L.odz, *e-mail: marlena.dominska@dokt.p.lodz.pl

Wstep

Wodor jest uwazany za czyste paliwo, ktére ma wyzszg wartos¢
opalowa w porownaniu zpaliwami weglowymi. Produkcje bio-
wodoru z odpaddw kuchennych w procesie fermentacji kwasnej
uwaza sie za obiecujaca technologie do komercjalizacji, poniewaz
zaréwno otrzymywane jest czyste paliwo, jak rowniez stanowi
to sposdb na zrownowazona gospodarke odpadami. Proces ten
jednak wymaga dalszych badan, w celu zwigkszenia wydajnosci
produkgji biowodoru [Sle;zak i in., 2020:3767-3777; Mahata i in.,
2020:113047].

Stosowanie mieszanej mikroflory jest preferowane ze wzgledu
na szersze spektrum mozliwych substratow i wieksza wydaj-
nos¢ konwersji substratu w poréwnaniu do czystych kultur. Jed-
nak mieszane kultury powinny by¢ najpierw poddane wstepnej
obrdébce w celu wyselekcjonowania bakterii wytwarzajacych wodor
oraz zahamowania rozwoju konsumentéw wodoru. W literaturze
przedmiotu mozna spotkac si¢ z informacjami, ze wiele sposrod
szczepow przetrwalnikujgcych konsumentéw przezywa obrobke
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wstepna, podczas gdy niektdre niemajace takiej zdolnosciszczepy
producentéw H, sa hamowane. Dlatego tez w niniejszych bada-
niach sprawdzone zostaty rézne temperatury obrébki wstepnej
inokulum [Cheng i in., 2022:127045].

Materialy i metody

W opisywanych doswiadczeniach poréwnano wydajnos¢ pro-
dukgji biowodoru uzyskana po zastosowaniu inokulum z dwéch
réznych zrodetl: osad przefermentowany pobrany z Grupowej
Oczyszczalni Sciekéw w Lodzi (GOS w Lodzi) oraz osad z bez-
tlenowego oczyszczania Sciekdw przemystu mleczarskiego.

Dodatkowo zbadano wptyw wstepnej obrobki termicznej
inokulum w réznych temperaturach na ilos¢ produkowanego
biowodoru podczas fermentacji kwasnej. Proces wstepnej obrob-
ki termicznej inokulum przeprowadzono w temperaturach: 70,
90 oraz 121°C. Sprawdzono réwniez wariant, w ktérym osad
z beztlenowego oczyszczania sciekow przemystu mleczarskiego
zostal poddany wstepnej obrdbce termicznej w 70°C. Nastepnie
osad zageszczono dwukrotnie poprzez odwirowanie osadu. Kolej-
nym krokiem bylo odlanie cieczy nadosadowej w ilosci potowy
objetosci proby. Wariant ten zostat sprawdzony, poniewaz sucha
masa osadu z przemystu mleczarskiego byta o potowe mniejsza,
niz osadu z GOS w Lodzi.

Proces fermentacji ciemnej prowadzony byl w warunkach
mezofilnych (37°C), w trybie okresowym. Jako substrat wyko-
rzystano selektywnie zebrane, a nastepnie rozdrobnione odpady
zywnosciowe pochodzace z gospodarstw domowych, sktadajace
sie glownie z odpadéw roslinnych. Nie byto w nich odpadéw po-
chodzenia zwierzecego.
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Dyskusja wynikow

Wyniki wykonanych badan pokazuja, ze w probach kontrolnych
(z wykorzystaniem inokulum niepoddanego obrobce termicznej),
w ktoérych wykorzystany zostat osad z GOS w F.odzi, produkowany
byt wodor oraz niewielkie ilosci metanu. W prébach kontrolnych
z osadem z przemystu mleczarskiego nie wystepowata produkcja
gazu. Gdy inokulum z GOS w Lodzi zostato poddane wstepnej
obrobce termicznej w 121°C w gazie fermentacyjnym, metan nie
wystepowal lub wystepowal w sladowych ilosciach. Zawartos¢
wodoru w produkowanym gazie znacznie zmalata, w poréw-
naniu z seriami kontrolnymi. Natomiast gdy osad z przemystu
mleczarskiego poddano obrdbce termicznej w 121°C nie zaob-
serwowano produkcji gazu.

W przypadku inokulum poddanego wstepnej obrébce termicz-
nej w 70°C oraz 90°C, zaobserwowano zwigkszenie ilo$ci pro-
dukowanego gazu fermentacyjnego, w pordwnaniu z probami
kontrolnymi. Zwigkszyta si¢ rowniez zawartos¢ wodoru w bada-
nym gazie. Udzial procentowy wodoru w gazie fermentacyjnym
wzrastal szybciej w tych prdébach, niz w probach kontrolnych.

W procesie, w ktorym wykorzystany zostal osad przefermen-
towany z GOS w Lodzi, iloé¢ wyprodukowanego gazu fermenta-
cyjnego byta zblizona dla prob, w ktérych zastosowano inokulum
poddane wstepnej obrébce termicznej w 70°C (277 cm?® na gram
suchej masy organicznej odpadow kuchennych [em’/g__ . ]) oraz
90°C (273 ecm’/g_ ..). Zawartos¢ wodoru w czasie najwigkszej
produkgji gazu fermentacyjnego dla préb, w ktdrych zastoso-
wano inokulum poddane wstepnej obrobce termicznej wynosita
45% dla 70°C i 44% dla 90°C. Pozostalg czes¢ wyprodukowanego
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gazu fermentacyjnego stanowit gléwnie: CO,, sladowe ilosci O,
oraz N,. Laczna ilos¢ wyprodukowanego wodoru byta rézna —
99 e’/ dla 70°C oraz 88 cm’/g_ o, dla 90°C

Whnioski

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna wnioskowa¢, ze
najkorzystniejsze dla produkcji wodoru jest przeprowadzenie
wstepnej obrobki termicznej inokulum w 70°C. Dodatkowo
wieksza ilo$¢ wodoru mozna uzyskac stosujac jako inokulum
osad przefermentowany, pobrany z Grupowej Oczyszczalni Scie-
kéw w Lodzi, niz niezageszczony osad z beztlenowego oczyszcza-
nia $ciekéw przemystu mleczarskiego. Jednak po zageszczeniu
osadu z przemyslu mleczarskiego, a przy tym wyrdéwnaniu
suchej masy obu osadoéw, iloé¢ wyprodukowanego wodoru byta
poréwnywalna dla obu osadow.

—@— niewygrzany GO$ —8—90°C GOS 121°C GOS
70°C GO$ 70°C mleczarski —-90°C mleczarski
——70°C mleczarski zag. —— niewygrzany i 121°C mleczarski

Wydajnoé¢ wodoru wodoru [cm?/g nerw]

0 05 1 15 2
Czas [doba]

Rys. 1. Wykres kumulacyjny produkcji wodoru

Zrédto: opracowanie wlasne.
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Prezentowane wyniki uzyskano w ramach realizacji projektu nr 2021/43/B/
ST8/00298 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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The use of algal biochar
for the treatment of dairy wastewater

Wykorzystanie biowegla z alg do oczyszczania
sciekow mleczarskich

K. Dziosa, M. Makowska

tukasiewicz — Instytut Technologii Eksploatacji w Radomiu, Centrum
Biogospodarki i Ekoinnowacji, 26—660 Radom ul. Putaskiego 6/10

Woda jest surowcem wykorzystywanym przy wiekszosci proce-
sow technologicznych w zakiadach przemystowych. W wyniku
tych proceséw ulega ona zanieczyszczeniu i staje si¢ Sciekiem,
ktory ze wzgledu na sktad chemiczny, nie moze zosta¢ odpro-
wadzony do wod powierzchniowych lub kanalizacji. Za emisje
ogromnej ilosci tego typu cieklych odpadéw w Polsce odpowie-
dzialny jest sektor rolno-spozywczy, a w szczegdlnosci przemyst
mleczarski. W mleczarniach powstaja scieki produkcyjne, zawiera-
jace w swoim skltadzie resztki mleka oraz jego przetwory (bogate
w zwiazki azotu i fosforu), a takze nieprodukcyjne, pochodza-
ce gtdwnie z mycia urzadzen i instalacji. Scieki nieprodukcyjne
zawieraja resztki organiczne oraz kwasy, zasady i detergenty.
W zwiazku z globalnym deficytem wody, poszukiwane sg coraz
to nowsze i skuteczniejsze metody oczyszczania oraz zagospoda-
rowania powstajacych sciekdw przemystowych, ktére wpisywa-
lyby sie w koncepcje gospodarki o obiegu zamknietym (GOZ).
W pracy zaproponowano nowatorskie rozwiazanie w tym
obszarze, oparte na sorpgcji Sciekdw mleczarskich na ztozu bio-
weglowym, wytworzonym w wyniku termicznego rozkladu
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biomasy alg. Ponadto do produkcji biomasy alg konieczny jest
dostep zwigzkéw biogennych (w szczegdlnosci azotu i fosforu),
ktorych tanim zrédtem moga by¢ Scieki mleczarskie. Celem pracy
byto zbadanie struktury oraz efektywnosci sorpcyjnej biowegla
z alg Chlorella sp. podczas oczyszczania Sciekdw mleczarskich.

Do przygotowania podioza hodowlanego wykorzystano
produkcyjne $cieki mleczarskie o pH réwnym 7,54, zawierajace
54 mg/dm?® azotu oraz 17 mg/dm? fosforu. Biomase alg wysepa-
rowano z podtoza hodowlanego poprzez sedymentacje i odwi-
rowanie, a nastepnie odwodniono ja w procesie liofilizacji. Sucha
biomase alg poddano pirolizie w temperaturze 600°C w atmosferze
dwutlenku wegla (5 dm?/min). Catkowity czas procesu wynosit
105 min. Analiza EDS wykazala, Zze stosunek zawartosci tlenu
do wegla (O/C) w otrzymanym materiale wynosi 0,24, a azotu
do wegla (N/C) 0,54. Stopient uporzadkowania struktury otrzy-
manego biowegla oceniano na podstawie widm Ramana. Stwier-
dzono obecnos¢ pasma D w zakresie 1346-1354 cm™, ktdre odpo-
wiada nieuporzadkowanym strukturom weglowym oraz pasma
G w zakresie 1585-1594 cm™, pochodzacego od drgan rozciaga-
jacych i bedace miara tzw. grafityzacji (rysunek 1). Wyznaczono
stosunek intensywnosci pasm D/G, mierzony wielko$ciami pol
powierzchni pod pikami 1353 cm™i 1591 cm™, ktdry jest jednym
z kluczowych parametréw, charakteryzujacych strukture ma-
terialéw weglowych. W przypadku biowegla z alg wynosit on
0,82. Dla badanego w tych samych warunkach komercyjnego
wegla aktywnego warto$¢ D/G wynosila 1. Uzyskane niskie war-
tosci badanych parametréw $wiadcza o wysokich zdolnosciach
sorpcyjnych wytworzonego biowegla.
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Rys. 1. Widmo Ramana biowegla z alg Chlorella sp.
Zrédto: opracowanie whasne.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono proces sorpcji
nieprodukcyjnych $ciekéw mleczarskich. Proces ten byt prowa-
dzony metoda ekstrakcji do fazy statej na kolumnach o objeto-
$ci 3 cm® i zwierajacych 1 g biowegla z alg. Badanie polegato
na zwilzeniu zloza woda destylowana (10 cm®), a nastepnie
przepuszczeniu 50 cm?® ciekow o pH rownym 2,93. Efektywnos¢
procesu sorpgji oceniano w oparciu o wybrane wtasciwosci fizy-
ko-chemiczne sSciekow przed i po ekstrakcji. Badano metnos¢
oraz zawarto$¢ substancji nierozpuszczalnych (zawiesing), wegla
organicznego (OWO), siarczanéw (SO,*) oraz chlorkow (CI).

Efektywnos¢ sorpcji [%]

Metnos¢ Zawiesina OWO S042- cl-

Rys. 2. Efektywnos¢ sorpcyjna biowegla z alg Chlorella sp.
Zrédto: opracowanie whasne.
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Na podstawie wynikdw przeprowadzonych badan (rysunek 2)
stwierdzono wysoka efektywnosc¢ sorpcyjna biowegla z alg wo-
bec Sciekow mleczarskich, w przypadku wigkszosci badanych
parametrow. Metno$¢ zostata zredukowana o 97% (do wartosci
1,14 mg/dm?), zawiesina 0 94% (do wartosci 4 mg/dm?), siarczany
0 67% (do wartosci 35,3 mg/dm?), chlorki o 85% (do wartosci
5,3 mg/dm?), a wegiel organiczny o 30% (do wartosci 9,57 mg/dm?).

Przeprowadzone prace badawcze potwierdzily mozliwos¢
wykorzystania $ciekdw mleczarskich jako naturalnej pozywki
do hodowli alg Chlorella sp. oraz wytwarzania z nich wartoscio-
wego materialu bioweglowego. Wspomniany material biowe-
glowy, moze znalez¢ zastosowanie jako zloze sorpcyjne przy
oczyszczaniu $ciekow mleczarskich.
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Jaki wplyw na rozklad fenolu przez szczep
Stenotrophomonas maltophilia KB2
ma obecnos¢ metali ciezkich?

A Gaszczak, E. Szczyrba

Instytut Inzynierii Chemicznej Polskiej Akademii Nauk,
ul. Battycka 5, 44-100 Gliwice

Roéznorodnos¢ chemiczna zanieczyszczen wprowadzanych co-
dziennie do srodowiska naturalnego jest tak duza, ze konieczne
jest badanie wzajemnego wplywu zwiazkéw organicznych i nie-
organicznych na efektywnos¢ ich rozkladu mikrobiologicznego.
Do czesto wykrywanych zanieczyszczen naleza fenol i jego po-
chodne wystepujace, m.in. w sciekach poprodukcyjnych prze-
mystu petrochemicznego, witdkienniczego, farmaceutycznego czy
chemicznego. Niewatpliwie na efekt uzyskiwany przy oczysz-
czaniu sciekdow przemystowych, znaczny wplyw bedzie miata
ilo$¢ fenolu, a takze ilos¢ i jako$¢ substancji im towarzyszacych
np. metali ciezkich. Zarowno fenol, jak i metale cigezkie zostaty
umieszczone na liscie 126-ciu priorytetowych zanieczyszczen
srodowiska sporzadzonej przez Amerykanska Agencje Ochrony
Srodowiska (US EPA) [Priority Pollutant List, 2014].

Problem s$rodowiskowy, jaki stwarzaja metale ciezkie jest
ztozony. Wskutek naturalnych i antropogenicznych procesow
metale wcigz s przemieszczane z jednego obszaru srodowiska do
innego: atmosfery, hydrosfery, biosfery i gleb, a stamtad do orga-
nizméw zywych. Przemieszczaniu towarzyszy zmiana formy,
stopnia utlenienia oraz stezenia danego pierwiastka, co skutkuje
wystepowaniem metali w coraz wyzszych stezeniach w zywych
organizmach i sSrodowisku, w ktérym te organizmy bytuja.
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Wyroézniamy metale toksyczne i biogenne, nazywane takze
mikroelementami. Metale biogenne, wystepujac w $rodowisku
w swym naturalnym stezeniu, odgrywaja istotna role w procesach
metabolizmu mikroorganizmoéow, np. bakterii, biorac udziat
w regulacji proceséw biochemicznych, stabilizowaniu struktur
komorkowych czy katalizie reakcji enzymatycznych. Toksycznos¢
metali ciezkich wynika nie tylko ze stopnia skazenia Srodowiska,
ale takze z ich biochemicznej roli oraz ze stopnia wchtaniania
i wydalania ich przez organizmy Zzywe. Nawet mikroelementy
(np. miedz, cynk, nikiel) moga sta¢ sie toksyczne dla komorek, jesli
ich stezenie przekracza fizjologiczne wymagania tychze komorek
[Abd Elnabi i in., 2023:2-31]. Tylko droga kolejnych, szczegdétowych
badan mozna oceni¢ wptyw ich obecnosci na procesy biochemicz-
ne, zachodzace w trakcie biologicznego oczyszczania sciekow.

Ponizej zostana zaprezentowane wyniki eksperymentow,
ktorych celem byta ocena wptywu dwdch biogennych metali
ciezkich — cynku i miedzi — na biodegradacje fenolu przez szczep
Stenotrophomonas maltophilia KB2.
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Rys. 1. Przyktadowe hodowle w obecnosci metalu w stezeniu 3,33 gm™
(pelne znaczniki) i bez (puste znaczniki); kola — stezenie fenolu,
trojkaty — stezenie biomasy; A — cynk; B — miedz
Zrédto: opracowanie wlasne.
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Szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 pozyskano z kolekgji
Zespotu Biochemii i Genetyki Mikroorganizmoéow Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach. Dostepny jest takze w kolekcji VTT
w Finlandii (pod numerem E-113197). Poréwnanie danych
dotyczacych szczepdéw degradujacych fenol z wynikami wcze-
$niej przeprowadzonych w IICH PAN eksperymentéw wyka-
zalo, ze szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 charakteryzuje:
krotka faza zastoju, duza aktywnos¢ biodegradacyjna (szybka
utylizacja fenolu) oraz optymalna szybkos¢ wzrostu osiagana
przy stosunkowo duzych stezeniach fenolu.

Maksymalne, prawnie dozwolone, stezenie w sciekach wynosi
2 g'm?dla cynku oraz 0,1 g'-m~ dla miedzi. Badania prowadzono
dla stezen znacznie przekraczajacych te wartosci: dla cynku do
stezenia 13,3 g'm~, a dlamiedzi do 3,33 g'm~. Analizowano zaréwno
ubytek fenolu lub czas niezbedny do degradacji okreslonej dawki
tego zwiazku, jakiprzyrostbiomasy w srodowisku zawierajacym
fenol i jony metali ciezkich. Na rysunku 1 przedstawiono zmiany
stezenia fenolu oraz biomasy w hodowlach zawierajacych
3,33 g'm® metalu, a takze dla poréwnania, przebieg hodowli
prowadzonej bez dodatku metalu. Mimo, Zze oba metale naleza
do grupy biogennych, ich obecno$¢ w podtozu hodowlanym
wywolata odmienne efekty.
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Rys. 2. Wptyw stezenia jonéw cynku lub miedzi na stopien
degradacji fenolu (A) oraz wlasciwa szybkos¢ wzrostu
(B) w hodowlach zawierajacych 100 g-m™ fenolu
Zrédto: opracowanie whasne.

W przypadku miedzi wzrost jej stezenia intensywnie hamowat
wzrost biomasy. Juz przy stezeniu 3,33 g-m™ wzrost bakterii byt
znikomy w stosunku do wielko$ci inokulum. Wraz z niewielkim
wzrostem stezenia miedzi zdecydowanie spadata efektywnos¢
degradacji fenolu (rysunek 2), co pozwala stwierdzi¢, ze miedz
jest silnym inhibitorem biodegradacji fenolu przez szczep
Stenotrophomonas maltophilia KB2. Natomiast cynk, w przebada-
nym zakresie stezen, nie miat wptywu na czas degradacji fenolu,
a przyrost biomasy byt inhibitowany nieznacznie.

Ze wzgledu na tak rézny przebieg hodowli, uzalezniony od
wprowadzanego pierwiastka, nie jest mozliwe podanie zwiezlej
odpowiedzi na pytanie postawione w tytule. Rowniez nie jest
mozliwe podanie uniwersalnego rownania kinetycznego.
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Dla uktadu Stenotrophomonas maltophilia KB2, fenol, miedz za-
proponowano rownanie zgodne z modelem Han'a i Levenspiel’a:

b

B 11446
n=042(1- E)
a dla uktadu Stenotrophomonas maltophilia KB2, fenol, cynk — row-

nanie zgodne z modelem Kai:

p = 0,434 - =00129M
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Analiza podatnosci na biodegradacje strumieni
sciekdw pochodzacych z procesu miedziowania
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Wstep

Przemyst wildkienniczy jest jednym z najstarszych i najbardziej
skomplikowanych sektorow gospodarczych. Nieustannie rosna-
cy popyt na produkty tekstylne, przyczynia si¢ zaréwno do udo-
skonalania aktualnie stosowanych proceséw technologicznych,
jak i opracowywania nowych rozwigzan. Dziatania te czesto
wymuszaja stosowanie nowych, czasem toksycznych, chemika-
liow [Azanaw i in., 2022:100-230]. Réznorodnos¢ produktow
wiokienniczych dostepnych na rynku wiaze si¢ z generowaniem
duzych ilosci Sciekow, rézniacych sie od siebie sktadem [Jedrze-
jczak, Wojciechowski, 2016:150-157].

Jeden proces technologiczny moze sktadacd sie z kilku etapow
wytwarzajacych odmienne strumienie Sciekow. Przykladem
tego jest proces miedziowania prowadzony przez Dzial Produk-
qji Sieci Badawczej Lukasiewicz — Lodzkiego Instytutu Techolog-
icznego. Proces ten sktada sie z o$miu etapow przedstawionych
na rysunku 1.
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Rys. 1. Etapy technologiczne stosowane podczas
procesu miedziowania
Zrédto: opracowanie wlasne.

Odpowiednia ilos¢ widkien trafia do barwiarki, gdzie roz-
poczyna sie proces napawania widkien miedzia. W kolejnych
etapach sg one: ptukane, prane, zmig¢kczane i suszone. Podczas
wybranych etapow technologicznych procesu miedziowania
generowane sa strumienie sciekow rézniace sie od siebie sktadem.
Nastepnie powstate strumienie sciekdw trafiaja do zbiornika, gdzie
sa mieszane i poddane podczyszczaniu fizykochemicznemu.

Materialy i metody

Zbadano wybrane wskazniki strumieni $ciekéw pochodzacych

z réznych etapow procesu miedziowania (rysunek 1):

* Biochemiczne Zapotrzebowanie na tlen (BZT,) zostato oznacz-
one metoda rozciericzen, z wykorzystaniem elektrody tlenowej
StirrOx G oraz aparatu inoLab firmy WTW.
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¢ Chemiczne Zapotrzebowanie na Tlen (ChZT) oznaczono za
pomoca testow kuwetowych firmy Hach Lange z wykorzysta-
niem dedykowanego spektofotometru model: DR3900.

* Miedz oznaczono za pomoca metody ptomieniowej absorp-
cyjnej spektometrii atomowej z wykorzystaniem spektrometru
absorcji atomowej SOLAAR Mé6.

¢ Toksycznos¢ byta oznaczona wobec bakterii luminescencyjnych
Vibrio fisheri za pomoca systemu Microtox, z wykorzystaniem
analizatora Model 500 i oprogramowanie Microtoxomni.

Dyskusja wynikow

W tabeli 1 przedstawiono zbadane wskazniki poszczegdlnych
strumieni pochodzacych z procesu miedziowania oraz strumienia
podczyszczonego.

Tab. 1. Sktad strumieni sciekdw powstajacych podczas procesu

miedziowania.
Lp Nazwa strumienia BZT, ChZT Miedz Stosunek
[mgO,/L] | [mgO,/L] | [mgCu/L] | BZT:ChZT

2 | Kapiel po barwieniu 0 1094 80,26 -

3 | Kapiel po ptukaniu I 0 674 1,93 -

4 | Kapiel po praniu 421,46 2126 94,82 0,198
5 | Kapiel po ptukaniu I 172,94 490,5 8,60 0,353
6 | Kapiel po ptukaniu III 30,35 112 3,38 0,271
7 | Kapiel po zmigkczeniu 125,06 651,5 18,17 0,192
- ig‘;‘é‘f;yszczemu 728,08 | 1160 1,50 0,674

Zrédto: opracowanie whasne.

63



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

Kapiel po barwieniu i kapiel po ptukaniu I charakteryzowaty
si¢ tak wysoka toksycznoscia, ze nie udato si¢ wyznaczy¢ wartosci
BZT,. Zbadano toksycznos¢ tych kapieli w stosunku do bakterii
Vibrio fisheri. Wartos¢ EC_; po 5 minutach dla kapieli barwiacej
wyniosta 0,4459%, zas dla kapieli po ptukaniu I 0,3728%.

Stosunek Biochemicznego Zapotrzebowania na Tlen (BZT,)
do Chemicznego Zapotrzebowania na Tlen (ChZT) jest jedna
z najprostszych i najczesciej stosowanych miar biodegradowal-
nosci Sciekow. Wartos¢ stosunku BZT_:ChZT ok. 0,5 swiadczy
odobrejpodatnosci Sciekdw nabiodegradacje. Badane strumienie
sciekdw pochodzace z procesdéw miedziowania charakteryzowaty
si¢ zdecydowanie nizszym wyzej wymienionym stosunkiem,
mieszczacym si¢ w zakresie 0,19-0,35. Wysokie stezenia ChZT
oraz niski wskaznik BZT_:ChZT swiadczy¢ moga o obecnosci
trudno biodegradowalnej substancji organicznej lub materii
niepodatnej na rozktad biologiczny. Uzyskanie wartosci mniej-
szych od 0,5 sugeruje, iz badane strumienie $ciekéw mozna
uznac za stabo rozkladajace si¢ w srodowisku naturalnym. Przy
czym scieki, ktorych stosunek BZT,/ChZT miesci sie¢ w zakresie
od 0,2 do 0,5 s3 uznawane za podatne na rozktad biologiczny
przy udziale wyspecjalizowanych grup drobnoustrojow.

Wskaznik biodegradowalnosci ulega zmianie po zastoso-
waniu oczyszczania fizyko-chemicznego. Stosunek BZT .ChZT
podczyszczonych sciekow wzrost do 0,67.
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Whnioski

Wiekszo$¢ strumieni $ciekow pochodzacych z réznych etapow
procesu miedziowania ma stosunek BZT,/ChZT ponizej opty-
malnego dla biologicznych proceséw rozkladu, w zakresie
umozliwiajacym oczyszczanie ich przez wyspecjalizowane gru-
py drobnoustrojéw. W zwigzku z czym zostang podjete proby
ich oczyszczania na zlozu biologicznym z wykorzystaniem bio-
reaktora typu Trickling Filters (TF). Mozna zatozy¢, iz bedzie
mozliwe skuteczne usuniecie wigkszosci organicznych zwigzkow
wegla ze sciekow poflotacyjnych.
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Badanie procesu sorpcji rteci z podldz staltych
przez grzyb Phanerochaete chrysosporium

P. Gluszcz’

Katedra Inzynierii Bioprocesowej, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, Politechnika t.odzka, Wélczanska 213, 90-924 £odz;
‘pgluszcz@p.lodz.pl

Rteé, wraz z jej zwiazkami, nalezy do najgrozniejszych metali
ciezkich, bowiem nawet w najmniejszej dawce stanowi zagro-
zenie dla wszystkich organizméw zywych na Ziemi. Ponadto
pierwiastek ten, raz wprowadzony do $rodowiska w formie
chemicznie aktywnej, krazy w globalnym atmosferycznym obie-
gu zamknietym przez setkilat. W tym czasie rte¢ ulega nieodwra-
calnej bioakumulacji w organizmach zywych (dzigki powino-
wactwu do siarki, stanowiacej sktadnik biatek) i biomagnifikacji
na kolejnych poziomach fancucha pokarmowego, na koncu ktérego
znajduje si¢ cztowiek. Z tych wzgledéw usuwanie rteci pocho-
dzenia antropogenicznego ze srodowiska stanowi koniecznos¢,
ale takze wyzwanie dla specjalistéw zajmujacych sie ochrona
zasobow naturalnych Ziemi [Boening, 2000:1335-1351].
Niezaleznie od toksycznego dzialania na organizmy, rte¢
ma niezwykle ciekawe wlasnosci chemiczne i fizyczne, co spra-
wia, ze byta szeroko wykorzystywana w dzialalnosci cztowieka
od czasow starozytnych, a szczegolnie intensywnie w XX wieku,
w licznych zastosowaniach przemystowych. W Europie gléw-
nym zrodlem przemystowym zanieczyszczenia srodowiska na-
turalnego rtecig, byta od konica XIX wieku (i nadal jeszcze jest)
tzw. technologia , chloro-alkali”. Technologia ta jest stosowana na
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wielka skale do otrzymywania bardzo waznych potproduktow
przemystu chemicznego (czystego chloru Cl, oraz tugu sodowe-
go NaOH), metoda elektrolizy roztworu soli kuchennej, NaCl.
Jedna z elektrod w ogromnych, przemystowych elektrolizerach
jest wlasnie cienka warstewka rteci metalicznej, przeptywajacej
przez elektrolizer i wiazacej wydzielajacy sie séd. W wyniku
tego procesu powstaje amalgamat, rozktadany nastepnie na sod
i rte¢ w tzw. rozkladnikach. Ostatecznie mimo wysitkéw specja-
listéw majacych na celu ograniczenie emisji rteci do sSrodowiska,
metal ten nieuchronnie czesciowo uwalnia si¢ do atmosfery w for-
mie par lub do $ciekdéw. Przybiera wtedy postac rteci metalicznej
oraz jej zwiazkoéw rozpuszczalnych w wodzie. Z tego powodu
w ostatnich latach wladze Unii Europejskiej podjety decyzje
o zamknigciu wszystkich instalacji przemystowych wykorzy-
stujacych rte¢ w UE do roku 2025. Metaliczna rteé, zawarta
wewnatrz demontowanych elektrolizerow (ok. 40 ton Hg/aparat),
musi by¢ przekazywana do nieczynnej juz kopalni rteci rodzi-
mej w Almaden w Hiszpanii. Jednakze nowym, duzym proble-
mem staje si¢ usuniecie lub inaktywacja rteci oraz jej zwiazkow
z gleby, na terenach skazonych w obrebie i w poblizu zakladow
chemicznych. Ponadto kolejnym, jeszcze wigkszym utrudnie-
niem, jest usuniecie rteci ze $cian i stropow budynkéw likwido-
wanych instalacji chloro-alkali, a szczegdlnie dawnych elektroli-
zerni, nasyconych toksycznymi substancjami. Jedyna stosowana
obecnie metoda likwidacji tego skazenia z otwartego srodowiska
jest zdejmowanie wierzchniej warstwy gleby oraz rozdrabnianie
(koniecznie bezpytowe) gruzu pochodzacego z rozbiorki budyn-
kéw, a nastepnie sktadowanie tych wysoce toksycznych mate-
riatow na skladowiskach odpadéw niebezpiecznych. Miejsca
przeznaczone do skladowania musza jednak spetnia¢ ogromna
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liczbe warunkow, aby znajdujace si¢ tam odpady nie staly sie kie-
dykolwiek w przyszto$ci nowym zrédtem skazenia [Borkiewicz
online: 71-72]. Jedyne w Europie skfadowisko skazonej gleby
oraz odpadow budowlanych zawierajacych rte¢ znajduje sie na
terenie Niemiec, w Herfa-Neurode, w specjalnie przygotowanym
i starannie zabezpieczonym wyrobisku nieczynnej kopalni bok-
sytow. Poza innymi wzgledami, pocigga to za soba ogromne
koszty usuwania zanieczyszczonej gleby oraz bezpiecznego roz-
drabniania skazonych materialéw budowlanych. Oprécz tego,
w wydatkach, nalezy rowniez uwzgledni¢ optaty za transport do
miejsca sktadowania i utrzymanie skladowiska.

W Katedrze Inzynierii Bioprocesowej PL przez wiele lat pro-
wadzono badania, ktérych celem byto opracowanie, a takze udo-
skonalenie efektywnej, zintegrowanej metody usuwania rteci ze
Sciekdw. W badaniach wykorzystywano zywe bakterie, zdolne
do unieszkodliwiania bardzo toksycznych rozpuszczalnych zwiaz-
koéw rteci. Doswiadczenia zebrane w toku tych prac doprowadzi-
ty do pomystu zastosowania innych zywych mikroorganizmow
do likwidagji rteci z materiatow statych, np. ze skazonej gleby
i pozostatosci po budynkach zakladéw chemicznych. Takim
organizmem wydaje si¢ by¢ jeden z grupy tzw. ,grzyboéw bia-
tej zgnilizny drewna”, Phanerochaete chrysosporium. Nalezy
on do Basidiomycetes (podstawczakow) i charakteryzuje si¢ boga-
tymi uzdolnieniami enzymatycznymi. Ze wzgledu na ciekawe
wlasnosci, m.in. zdolnos¢ wytwarzania licznych (ok. 100) mono-
oksydaz i peroksydaz ligninowych oraz manganowych, oprécz
spelniania jego ,podstawowej” roli w przyrodzie, czyli degra-
dacji biomasy roslin (ligniny), grzyb ten jest wykorzystywany
przez czltowieka do innych zadan, takich jak utlenianie réznych
zanieczyszczen organicznych [Jaskiewicz, 2002]. Phanerocha-
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ete chrysosporium wykazuje duzy potencjal do bioremediacji,
np. pestycydow, weglowodoréw aromatycznych, PCB, dioksyn,
barwnikéw, TNT i innych materiatow wybuchowych, cyjankéw,
azydkoéw czy czterochlorku wegla. Wytwarzane przez grzyby
biatej zgnilizny nieselektywne zewnatrzkomorkowe peroksyda-
zy moga zwigksza¢ degradacje innych zwiazkéw zawierajacych
podobne struktury do ligniny w sasiedztwie uwolnionych enzy-
mow. Podjeto rowniez proby wykorzystania tego grzyba do usu-
wania metali ciezkich z gleby i sciekow.

Mechanizm pochtaniania jonow metali ciezkich przez grzyby
zwigzany jest z tym, ze ich Sciany komodrkowe sa zloZone ze
struktur makroczasteczkowych, gtéwnie chityny, chitozanu i glu-
kanoéw. Zawieraja rowniez inne zwiazki, takie jak polisachary-
dy, biatka, lipidy oraz pigmenty (np. melanina). Ta r6znorodnos¢
elementdw konstrukcyjnych zapewnia zdolnos¢ wielu réznych
grup funkcyjnych do wigzania jonéw metali w réznym stop-
niu, w zalezno$ci od ich wiasnosci chemicznych. Takie wiazanie
metali przez biomase grzybow jest powszechnie okreslane termi-
nem , biosorpcji”. Grzyby iich produkty uboczne zyskaty znaczna
uwage jako potencjalne biosorbenty zanieczyszczenn metalicz-
nych z roztworéw wodnych, ze wzgledu na: tatwos$¢ hodowli,
duza szybkos¢ przyrostu biomasy i dostepnos¢ biomasy grzybo-
wej jako produktu odpadowego w przemysle biotechnologicz-
nym (np. grzybnia A. niger po biosyntezie kwasu cytrynowego).
W wielu badaniach wykazano ich skuteczno$¢ w sorpcji zanie-
czyszczen metalami, zarowno przez zywa, jak i martwa biomase.
Sa one rowniez zdolne do uwalniania zaabsorbowanych metali
pod dziataniem kwaséw, zasad lub srodkéw chelatujacych. To
pozwala im zachowaé wysoki procent oryginalnej pojemnosci
sorpcyjnej, nawet po wielokrotnie powtarzanych cyklach
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sorpcji i regeneracji. Badania wykazaty, ze grzyby biatej zgni-
lizny drewna moga przetrwaé w glebie, jesli maja odpowiedni
sktad podtoza. Enzymy zewnatrzkomdrkowe, wykorzystywane
przez saprotroficzne podstawczaki do pozyskiwania sktadnikow
odzywczych, uczestnicza w miedzygatunkowych interakcjach
z fauna i flora gleby. Sq rowniez zaangazowane w przemiany
materii organicznej w glebie. Daje to nadzieje na wykorzystanie
P. chryzosporium do biotugowania rteci z gleby i innych materiatow
stalych, co stanowito punkt wyjscia dla prac zmierzajacych do
opracowania koncepcji technologii usuwania rteci z terendéw
przemystowych metoda biologiczna. Oczywiscie opracowanie
i praktyczne zastosowanie takiej nowatorskiej technologii wymaga
wszechstronnych badan eksperymentalnych.

Wyniki realizacji poczatkowego etapu tych badan, prowa-
dzacych do dobrania i optymalizacji wlasciwego sktadu podtoza
,minimalnego”, ktére moze by¢ stosowane w praktyce na duza
skale jako ,masa inokulacyjna” do hodowli P. chrysosporium,
przedstawiono we wczesniejszej publikacji [Gluszcz, 2018: 55-64].
W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki badan, dotyczacych
zdolnosci sorpcyjnej rteci jonowej Hg* przez grzybnie P.
chryzosporium z podioz stalych o réznym skfadzie i rdéznej
zawartosci HgCl,. Analizujac konicowe wartosci stezenia rteci
w biomasie stwierdzono znaczacy ich wzrost we wszystkich
seriach pomiarowych. Najwyzsza wartos¢ sredniego stezenia
rteci w biomasie uzyskano dla probki o nominalnym stezeniu
rteci w podfozu 150 ug/g. Wynosita ona 4234 ug/g, ...
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyciagnac¢ wniosek,
ze podana wartosc¢ nie stanowi gornej granicy zdolnoscisorpcyjnej
grzybni. W osobnych eksperymentach, przeprowadzonych
na podlozu cieklym, wykazano znacznie wigksze srednie stezenie
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rteci w grzybni, wynoszace 1320 1g/g ;.. Swiadczy to o duzym
potencjale grzybni P. chryzosporium jako aktywnego biosorbenta
rteci z podlozy ciektych oraz statych i uzasadnia dalsze prace
nad rozwojem takiej metody usuwania rteci ze Srodowiska.
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Matematyczna analiza oszczednosci enzymu
w optymalnym procesie okresowym:
Przypadek hydrolizy skrobi przez a-amylaze
z trzustki wieprzowej

I. Grubecki, J. Mitek, W. Tomczak

Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy,
ul. Seminaryjna 3, 85-326 Bydgoszcz

Optymalizacja proceséw biotransformacji od trzech dekad przy-
cigga uwage wielu badaczy, poniewaz w obliczu rosnacych kosz-
tow jest rozwigzaniem prowadzacym do ich obnizenia i poprawy
jakosci produktu. Nie zawsze jednak efekty uzyskane w wyniku
optymalizagji sa znaczace w poréwnaniu do tych, ktére uzyskuje
sie¢ prowadzac proces w mozliwie najprostszy sposob.
Temperatura jest najwazniejsza zmienna decyzyjna w biore-
aktorach okresowych. Ma istotny wptyw nie tylko na aktywnos¢
enzymow, ale takze na ich stabilno$¢. W umiarkowanych tempe-
raturach szybkos¢ dezaktywacji enzymu jest nieznaczna, podczas
gdy poczatkowa szybko$¢ reakcji wzrasta wraz z temperatura.
W wyzszych temperaturach stezenie aktywnego enzymu zmniejsza
sie z powodu wzrostu szybkosci dezaktywagji, ktdra staje sie¢ domi-
nujaca. W rezultacie zmniejsza si¢ szybkos¢ reakgji. Tak wiec opty-
malizacja bioreaktora okresowego jest skomplikowanym zadaniem
zmierzajacym do wyboru odpowiedniej strategii temperaturowe;j,
ktoéra znajdowataby kompromis miedzy szybkoscia reakdji, a szyb-
koscia dezaktywacji enzymow. Takie rozwiazanie problemu opty-
malizacyjnego zazwyczaj spetnia jedynie kryteria techniczne. Nie
nalezy jednak zapominac¢ o aspektach ekonomicznych. Z tego
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powodu konieczne jest opracowanie dodatkowej analizy, ktéra
w prosty i skuteczny sposob uzasadnitaby zastosowanie optymal-
nej strategii temperaturowej w praktyce przemystowej [Grubecki,
2016:79-91].

Stad w niniejszej pracy zaproponowano metode pozwalajaca
oceni¢, czy zastosowanie optymalnego sterowania temperaturg
w procesach biotransformacji z dezaktywacja enzymu natywnego,
jest uzasadnione z punktu widzenia ilosci zastosowanego enzymu.

Zatem, wyprowadzono ogolna zaleznos¢ analityczna, ktoramoze
odpowiedzie¢ na pytanie, ile enzymu mozna zaoszczedzic, jezeli
zamiast powszechnie stosowanych warunkow izotermicznych,
proces bedzie prowadzony przy optymalnym profilu temperatury.
Uwzgledniono przy tym obecnos¢ dolnego i gérnego ograniczenia
temperaturowego. Uzyskane rdwnanie przyjmuje postac:

ln(EE,bz /aEf,opt) E/(E-1) 7.6Ef’°pt
PR Pe— + o oo
B+ P+ B (Cepn — CEf,opt)E/(Eil) Pur 1+ Ceropt , (1)
gdzie
s @
l—CEf,opt S;(I
. _ _ E
- 1-Csp1 —Ku In(Csp1) |5 ln[fl ]’
1-Cgpi Cenl

E
By = { EVE [Cspi —Cspr — K In(Cso /Cs,b1)]T1 ’
2 — —
(Crpn —Cr)'E
Bs= [Es,bz _Esf —Kum ln(ESf /Es,bz )]E/(E—l) ’
ﬂl4 = [1 _ESf _EM 11'1(Esf )]E/(E_l) s
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and C ,=C, /C  (i=E, S k=bl, b2, Ef, Sf) oznaczaja bezwymiaro-
we, koncowe wartosc1 stezenia substratu C i aktywnosci enzymu
C,, oraz ich wartosci w punktach przehczema Copr Corw Cnr Gt

]ak pokazuje rysunek 1, zastosowanie profilu optymalnej tem-
peratury jest uzasadnione, gdy proces biotransformacji przebiega
do uzyskania wysokich konwersji substratu i niskich wartosci
koncowej aktywnosci enzymu. Proces ten charakteryzuje sie wyso-
kimi warto$ciami ilorazu energii aktywacji procesu dezaktywacji
i reakgji.

Cl-u,m Y (vl'.O,npl -

Sy

L'O OT‘) OTS ().r7 0.r6 OTS 074 073 OTZ ()TI 0,’0
Cl;f.isol / Cl,b,iwl (7)

Rys. 1. Wptyw ilorazu energii aktywacji E oraz konicowej
aktywnosci enzymu Cy. /Cp . na ilos¢ enzymu oszczedzonego
w efekcie zastosowania optymalnej strategii temperaturowej.
Linia ciagla reprezentuje stacjonarnie optymalny
proces biotransformacji, podczas gdy linia przerywana proces
optymalny z uwzglednieniem ograniczen temperaturowych
Zrédto: opracowania wiasne.

Jako uktad modelowy przyjeto hydrolize skrobi przebiegajaca
w obecno$ci a-amylazy z trzustki wieprzowej, by poréwnac
zuzycie enzymu w procesie prowadzonym w warunkach izoter-
micznych i przy optymalnym profilu temperatury.
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Proponowane podejscie moze zosta¢ odniesione do dowolnej
reakcji enzymatycznej w celu podjecia ekonomicznej oceny pro-
cesu sterowanego optymalnie [Grubecki, Wojcik, 2013:255-259].
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Zastosowanie metod inzynierii chemicznej
w przewidywaniu hemolizy krwi — obliczenia
numeryczne i weryfikacja doSwiadczalna

K. Jedrzejczak, A. Antonowicz, K. Wojtas,
W. Orciuch, . Makowski

Wydziat Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej,
ul. Warynskiego 1, 00-645 Warszawa

Choroby uktadu krwionosnego sa jedna z gltéwnych przyczyn
$mierci na $wiecie, zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji
Zdrowia. Jedna z najczestszych choréb ukiadu krwionosnego
jest miazdzyca, wywotana odktadaniem si¢ ztogdéw cholesterolu
w przestrzeni naczyn krwionosnych, powodujac redukcje pola
przekroju naczynia krwionosnego. W konsekwencji doprowa-
dza to do hemolizy lub zablokowania przeptywu krwi przez
naczynie. Inzynieria chemiczna moze pomdc w zrozumieniu
mechanizmdéw zwiazanych z hemoliza krwi wywotana przez
duze naprezenia $cinajace w obszarze przewezen cholesterolo-
wych. Dzisiejsza aparatura medyczna pozwala na obrazowanie
pojedynczych naczyn krwionosnych z doktadnoscia, ktéra umoz-
liwia zaréwno tworzenie siatek numerycznych do oprogramowa-
nia CFD, jak i druk modeli naczyn krwiono$nych koniecznych
do eksperymentalnych pomiaréw pola przeptywu z wykorzy-
staniem aparatury PIV. Celem badan jest opisanie zaleznosci
pomiedzy ksztaltem przewezenia cholesterolowego, a ryzykiem
hemolizy.
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W pracach zastosowano zardwno symulacje numeryczne pola
przeplywu, jak i prowadzono badania eksperymentalne z wyko-
rzystaniem metod PIV. Pomiary PIV stuzyly walidacji wynikow
uzyskiwanych w ramach symulacji CFD. W celu uzyskania ptynu
o reologii zblizonej do krwi oraz o wspotczynniku zalamania
Swiatta identycznym ze wspdtczynnikiem tréjwymiarowego
modelu uzyskanego z druku 3D [Antonowicz i in. 2023:10-55],
wykorzystano roztwor wody, gliceryny i jodku sodu. Lepkos¢
dynamiczng zmierzono z wykorzystaniem reometry rotacyjnego
MCR302 firmy Anton Paar w ukladzie z podwojna szczelina.
Natomiast gestos¢ zmierzono z wykorzystaniem piknome-
tru. Zdecydowano sie na dopasowanie lepkosci kinematycznej
w zwiazku z koniecznoscia dodania Nal w celu uzyskania
odpowiedniego wspdtczynnika zatamania Swiatta. Pomiary
PIV byly mozliwe dzigki dodaniu czastek posiewu z osadzonag
na powierzchni Rodaming B o wtasciwosciach fluorescencyjnych.
Uktad do pomiaréw PIV skladat sie¢ z pompy strzykawkowej,
lasera, mierzonego uktadu oraz mikroskopu wraz z kamera. Uzy-
skane rozktady pola przeptywu byly nastepnie poréwnywane
z wynikami symulacji CFD.

W ramach symulacji numerycznych poza polem przeptywu,
analizowano hemolize krwi, dzigki zaimplementowaniu modelu
reologii krwi w oparciu o bilans populacji [Jedrzejczak i in.,
2023:106802]. Bilans ten umozliwia przewidywanie hemolizy
krwi oraz fizjologicznych proceséw zwigzanych z aglomeracja
i deaglomeracja czerwonych krwinek, w zaleznosci od lokalnych
naprezen scinajacych. W oparciu o szereg symulacji numerycznych
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dla szerokiego zakresu wariantow przewezen cholesterolowych
opracowano zaleznos$¢ pomiedzy ksztaltem przewezenia oraz
ryzykiem hemolizy.

W ramach badan wykazano uzytecznos$¢ druku 3D w zaga-
dnieniach biomedycznych. Ponadto opracowano ukfad badawczy
umozliwiajacy badanie pola przeptywu w warunkach zblizo-
nych do wystepujacych w ludzkim ukladzie krwionosnym.
Zaprezentowano mozliwosci nowego modelu reologicznego
krwi w oparciu o bilans populacji w zakresie modelowania
fizjologicznych procesow, w tym hemolizy. Ponadto uzyskane
korelacje pozwola lepiej zrozumie¢ mechanizmy odpowiadajace
za hemolize krwi u chorych na miazdzyce i pomoga klinicystom
w diagnostyce.
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Wplyw wielkosci komorek drozdzy
na kinetyke ich rozrywania w homogenizatorze
ultradZzwiekowym

A. Kacprowicz, M. Solecki

Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska,
Politechnika £.6dzka, LodZ

Wewnatrz komodrek mikroorganizmow znajduje sie wiele cennych
zwiazkdw, np. biatka, aminokwasy, witaminy i enzymy. Ich wy-
odrebnienie na ogdt musi by¢ poprzedzone zniszczeniem Scian
komdrkowych oraz bton cytoplazmatycznych. Do przeprowa-
dzania procesu dezintegracji drobnoustrojéw w skali laborato-
ryjnej stosowane sa homogenizatory ultradzwigkowe. Wystepu-
jace w nich mechanizmy, uwalniania wewnatrzkomoérkowych
zwiazkdw, sa ztozone i niepoznane catkowicie.

Celem pracy byto zbadanie wplywu wielkosci komorek droz-
dzynaprzebiegprocesudezintegracjiultradZwiekowej[Borthwick
iin., 2005:207-216; Zheng i in., 2021:71-85; Nogueira i in., 2018:1-6].

Material badawczy stanowity drozdze piekarskie Saccharomyces
cerevisine, wyprodukowane przez Lesaffre Polska S.A. w Wolczynie.
Doswiadczenia przeprowadzono dla stezenia zawiesiny komorek
mikroorganizmoéw 0,05 g s.m./cm®. Faze ciagla stanowita sol fizjolo-
giczna zawierajgca 4 mM K HPO,. Do przeprowadzenia procesu
dezintegracji uzyto ultradzwiekowy homogenizator VCX-500
(Sonics & Materials, Inc. USA). Urzadzenie zostato wyposazone
w kulista komore robocza o objetosci 100 cm?®.
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Przebieg procesu dezintegracji badano dwoma metodami:
bezposrednia i posrednia. Kinetyke rozrywania komarek okreslano
na podstawie liczby zywych mikroorganizmoéw, obecnych w po-
bieranych podczas procesu prébkach zawiesiny. Przeprowadzo-
no pomiary parametréw morfologicznych komorek drozdzy,
takich jak: $rednica minimalna - D__, srednia - D__ i maksy-
malna - D__ . Do okreslenia wymienionych wielko$ci wykorzy-
stano mikroskop badawczy BX51TF (Olympus, Japonia), kamere
mikroskopowa XC 50 (Olympus, Japonia) i komputerowy
program do analizy obrazéw analySIS 5 (Soft Imaging System,
USA). Stopien uwolnienia zwigzkéw wewnatrzkomorkowych
ustalano metoda spektrofotometryczng poprzez pomiar absor-
bancji przy diugosci fali 260 nm. Jest ona charakterystyczna dla
wystepowania maksimow widm spektralnych kwaséw nukle-
inowych. Te badania przeprowadzono za pomoca spektrofoto-
metru lambda 11 (Perkin Elmer, USA).

Kinetyke procesu rozrywania komorek drozdzy, rozwaza-
nych jako jeden zbidr, opisano rownaniem liniowym pierwszego
rzedu, podobnie jak kinetyke procesu uwalniania zwiazkdéw
wewnatrzkomorkowych. Otrzymane warto$ci wspdtczynnika R*
wynosity odpowiednio 0,9673 i 0,9970. Wyznaczone warto$ci
stalej szybkosci uwalniania zwigzkow wewnatrzkomorkowych
byly nieznacznie nizsze od statej szybkosci rozrywania komorek.

W zakresie badanych parametréw morfologicznych drozdzy
wykazano znaczne zroznicowanie wielkosci komdrek. Parametr
D_. zmienial si¢ w zakresie od 6,18 do 10,94 yum, D__ od 7,19
do 11,89 um, a D__ od 7,62 do 13,24 um. Dla zbioru komorek
mikroorganizmdéw zbudowano szereg rozdzielczy skladajacy sie
z 11 klas rozmiarowych.
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Rys. 1. Wptyw wielkos$ci drozdzy S. cerevisiae
(opisanych wartoscia srednig parametru D___ )
na stataq szybkosci rozrywania $cian komoérkowych
Zrédlo: opracowanie wlasne.

Kinetyke procesu rozrywania komdrek w poszczegolnych
klasach rozmiarowych dla D_. , D
rownaniem rozniczkowym pierwszego rzedu. Przykladowe

e 1 D Opisano liniowym
rezultaty otrzymane dla D__ zamieszczono na rysunku 1.
Wartosci wspolczynnika R? na ogél zawieraly si¢ w przedziale
od 0,8176 do 0,9030. Nieliczne, najnizsze wartosci rzedu 0,7,
na ogot wiazaty sie z malq liczba osobnikéw obecnych w danej
klasy rozmiarowej.

Wraz ze zwiekszaniem D ., D_ iD__ wykazano nieznaczny
spadek statej szybkosci rozrywania komorek (rysunek 1). Rezu-
Itat ten jest odmienny od wystepujacego podczas dezintegracji
drozdzy w miynie peretkowym. Rozrywanie komorek drozdzy
S. cerevisie za pomoca kulek dla najwieszej klasy rozmiarowej
zachodzi prawie 10 razy szybciej niz dla najnizszej [Solecki i in.,
2021:584-597].
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Innowacyjna technologia waloryzacji
odpadow garbarskich umozliwiajaca odzysk
chromu i wytwarzanie biogazu

A. Kowalik-Klimczak ¥, M. Zyckil, M. Lozynska', Ch. Schadewell?,
T. Fiehn? B. Wozniak’, M. Flisek?, S. Droege”

!'Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytut Technologii Eksploatacji, Radom,
2 Pruf - und Forschungsinstitut Pirmasens e.V., Pirmasens, Niemcy,
3 Ogolnopolska Izba Branzy Skérzanej, Radom,
‘anna.kowalik-klimczak@itee.lukasiewicz.gov.pl

Skora zwierzeca stanowi uciazliwy odpad pochodzacy z przemy-
stu miesnego, ktory dzigki zastosowaniu odpowiednich operacji
garbarskich jest przetwarzany w produkt uzyteczny, stuzacy do
produkgji obuwia, odziezy, mebli i tapicerek samochodowych
[Spoleczny i Srodowiskowy, 2012:2-43]. Niestety proces produkcji
skor wyprawionych jest zwigzany z generowaniem znacznych
ilosci odpadéw. Przyjmuje sig, ze z 1 tony skor surowych po-
wstaje ok. 200 kg skor wyprawionych, a pozostate ok. 80% masy
poczatkowej stanowia odpady poprodukcyjne, gtéwnie w po-
staci stalej. Odpady te mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: niegar-
bowane i garbowane. Utylizacja odpadoéw niegarbowanych nie
stanowi problemu, poniewaz stuza one jako surowiec podczas
produkgcji, m.in. zelatyny, klejow, sktadnikow pasz i nawozow
[Przepiorkowska i in., 2006:971-975].

Bezpieczne zagospodarowanie odpaddéw garbarskich, ktore
w swoim skfadzie zawieraja zwiazki chromu, wciaz jednak po-
zostaje wyzwaniem dla technologéw i inzynieréw. W zwigzku
z tym liczne jednostki B+R, zaréwno krajowe jak i zagraniczne,
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prowadza intensywne prace nad opracowaniem efektywnego
sposobu zagospodarowania tego typu odpaddw. Jedna z naj-
bardziej obiecujacych technologii zagospodarowania chromo-
wych odpadéw garbarskich opiera sie na wykorzystaniu kata-
lizatora przeniesienia miedzyfazowego. Umozliwia ona odzysk
chromu(Ill) w postaci zwigzkdw nieorganicznych, ktére moga
by¢ bezposrednio wykorzystane podczas chromowej wyprawy
skor surowych. Natomiast produkty uboczne tych procesow,
w postaci pozostalosci stanowiacych np. kolagen, moga by¢ wy-
korzystane do produkgji zelatyny technicznej badz tez nawozow
organicznych lub biopolimeréw. Jednak metoda ta wiaze sie
z koniecznoscia poniesienia wysokich kosztéw inwestycyjnych
i w zwigzku z tym nie zostata do tej pory skomercjalizowana.
Alternatywnym podejsciem zagospodarowania chromowych
odpadow garbarskich jest ich termiczne unieszkodliwianie, ktdre
umozliwia odzysk energii z jednoczesnym zmniejszeniem ich
objetosci. Jednak wada tej metody jest wydzielanie si¢ rakotwor-
czych zwiazkéw chromu [Lasek, 2008:104-107]. Dopiero zasto-
sowanie pieca tunelowego i odpowiednio dobranych warunkéw
procesowych, umozliwia ograniczenie emisji niebezpiecznych
gazow odlotowych oraz odzysk chromu, ktory potencjalnie moze
zosta¢ ponownie wykorzystany [Famielec, Wieczorek-Ciuro-
wa, 2013:63-72]. Ciekawymi rozwigzaniami technologicznymi
s takze: metoda termochemiczna, umozliwiajaca wykorzystanie
chromowych odpadéw garbarskich do wytwarzania materialéw
sorpcyjnych, dzieki ktorym mozliwe jest usuwanie typowych
zanieczyszczen ze $ciekdw [Arcibar-Orozco i in. 2019:1-17] oraz
ultradZzwiekowa ekstrakcja chromu z odpadow garbarskich
[Bizzi i in., 2020:104-682]. W ostatnim czasie opracowana zostata
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rowniez metoda granulacji talerzowej odpadow garbarskich,
ktorej wdrozenie do praktyki przemystowej mogloby przyczyni¢
sie do ograniczenia kosztow sktadowania, utylizagji i transportu
odpadow. Jednak jej efektywnos¢ zostata potwierdzona tylko
dla odpadéw w postaci struzyn [Lawinska i in. 2019:107-110].
W zwigzku z tym nadal niezagospodarowane odpady garbarskie
zalegajq na skladowiskach, co wiaze si¢ z niebezpieczeristwem
przedostawania si¢ rakotworczych i kancerogennych form
chromu(VI) do $rodowiska.

Celem pracy jest zaprezentowanie podstawowych zatozen
koncepcji nowej technologii waloryzacji chromowych odpadow
garbarskich, opracowanej przez autoréw pracy w miedzynaro-
dowym projekcie LeatherProBio. Zaklada ona wykorzystanie
zintegrowanego ukfadu procesu hydrolizy termicznej i technik
filtracji membranowej do odzysku zwigzkéw chromu oraz zago-
spodarowanie oddzielonej materii organicznej podczas fermen-
tacji beztlenowej. Zgodnie z zatozeniami opracowanej koncepgji
technologicznej, w pierwszym etapie rozdrobniona mieszanina
chromowych odpadéw garbarskich ulega rozkladowi. Jest to
proces termicznej hydrolizy z wykorzystaniem odpowiednich
warunkow procesowych w srodowisku zasadowym. Nastepnie
ciekly produkt tego procesu (tzw. hydrolizat) zostaje poddany
obrébce przy uzyciu separacji prowadzonej z uzyciem sity
odsrodkowej i procesu ultrafiltracji. Takie dziatania umozliwia-
ja odzysk zwiazkow chromu do wyprawy skor surowych oraz
koncentracje materii organicznej (tluszcze, biatka) do wykorzy-
stania energetycznego (rysunek 1).
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Rys. 1. Schemat postepowania z ciecza po hydrolizie
chromowych odpadéw garbarskich prowadzonej
w $rodowisku zasadowym
Zrédto: opracowanie whasne.

Prace badawcze przeprowadzone w warunkach operacyjnych
zblizonych do rzeczywistych dowiodly, ze zwiazki chromu od-
zyskane z odpadow moga by¢ z powodzeniem wykorzystane
podczas wyprawy skor bydlecych, przeznaczonych na produkcje
obuwia. Z kolei wydajnos¢ produkcji biogazu z koncentratu
materii organicznej jest na poziomie porownywalnym z wydajno-
Scia fermentacji kiszonki z kukurydzy, bedacej jednym z gtow-
nych substratéw biogazowych.
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Praca powstata w wyniku realizacji projektu ,, Innowacyjna technologia
waloryzacji chromowych odpadow garbarskich oparta na ekstrakcji biatek,
odzysku chromu i produkcji biogazu” (Akronim: LeatherProBio) wspot-
finansowanego przez NCBR w ramach Inicjatywy Cornet (Umowa
nr CORNET/27/1/2019).
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Badanie zastosowania mikroalg do usuwania
ze $ciekOw pozostalosci farmaceutykow

K. Kwiatkowska' , M. Foszpanczyk? , A. Klepacz-Smotka'

"Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska, Politechnika Eédzka,
ul. Wolczanska 213, 90-924 £odz,
2Sie¢ Badawcza LUKASIEWICZ - Lédzki Instytut Technologiczny,
ul. Marii Sklodowskiej—Curie 19/27, 90-570 Lodz

Wstep

W niniejszej pracy badano mozliwos¢ wykorzystania wybranych
szczepow mikroalg (Chlorelli sp. 176) oraz cyjanobakterii (Syne-
chocystis sp. PCC 6803) do usuwania przykladowych zanieczysz-
czen farmaceutycznych, takich jak lek przeciwzapalny - diklofenak
oraz antybiotyk - amoksycylina.

Farmaceutyki, nalezace do , emerging contaminants”, stano-
wig narastajacy problem w ochronie zasobéw wodnych i ogélnie
$rodowiska [Ricky, Shanthakumar, 2002:113-998]. Srodki farma-
ceutyczne obecne w strumieniu sciekéw (w formie bezposrednio
surowej doprowadzanej do oczyszczalni lub po oczyszczeniu)
moga osiagnac stezenia do wartosci rzedumg/L, skad przedostaja
sie do srodowiska wodnego [Ricky, Shanthakumar, 2002:113998;
Chojnacka i in. 2022:4537-4556]. Konieczne sa poszukiwania
nowatorskich metod, ktére pozwolityby usuwac zwiazki far-
maceutykdw na znacznie wiekszym poziomie. Mikroalgi, jako
mikro organizmy o duzej zdolnosci adaptacji, sa zdolne do
wzrostu fotoautotroficznego, heterotroficznego i miksotroficzne-
go w zaleznosci od dostepnosci Swiatta, zrodta wegla oraz sktad-
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nikéw odzywczych, takich jak azot, a takze fosfor w otaczajacym
$rodowisku [Chojnacka i in. 2022:4537-4556]. Algi moga pobierac
zanieczyszczenia jako skladniki odzywcze do produkcji biomasy,
ktéra moze by¢ wykorzystywana np. na cele energetyczne. Usu-
wanie farmaceutykow zachodzi bez rozwoju gendw opornosci,
na drodze fitoremediacji [Ricky, Shanthakumar, 2002:113-998].
Do wzrostu mikroalg, tym samym usuwania przez nie zanie-
czyszczen farmaceutycznych, mozna stosowac $wiatlo stoneczne
lub sztuczne, ktore bedzie wspierato zarowno fotosynteze, fito-
remediacje, jak i fotodegradacje zanieczyszczen.

Materialy i metody

+ Farmaceutyki — czyste analitycznie: diklofenak (DCF) i amo-
ksycylina (AMX) (Sigma-Aldrich).

+ Podloze — na potrzeby eksperymentu zostalo przygotowane
podioze hodowlane BG-11 [UTEX Culture Collection of Algae,
online], do ktérego dodawano odpowiednie stezenia farma-
ceutykow (rysunek 1A)

* Inokulum — mezofilne szczepy mikroalg pochodzace z kolekgji
Katedry Inzynierii Bioprocesowej: mikroalgi eukariotyczne
Chlorella sp. 176 i cyjanobakterie Synechocystis sp. PCC 6803.

* Metodyka - Proces prowadzono w probdwkach (objetos¢ proby
12 ml) umieszczonych w fotocieplarce, fotoperiod 16 g/8n,
15 mikromol/m? zakresu PhAR. Przyrost biomasy oceniano
spektrofotometrycznie (BIOTEK — EPOCH 2, przy dlugosci
fali 680 nm). Stezenia farmaceutykdw chromatograf cieczowy
(HPLC) - Shimadzu Nexera-i LC-2040 C, kolumne Kinetex C18.
Eluenty - 0,1% roztwodr kwasu mréowkowego (Eluent A) i 0,1%
roztwor kwasu mrowkowego w acetonitrylu (Eluent B).
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Wyniki i dyskusja

Diklofenak w poczatkowej fazie procesu nie wptywat na przyrost
biomasy Chlorelli sp. 176, natomiast od 10-tej doby mozna zaob-
serwowac stymulacje wzrostu w jego obecnosci (rysunek 1A).
W przypadku Synechocystis sp. PCC 6803 stymulacja nie byta tak
wyraznie obecna. Mozna ja zaobserwowac dopiero od 14 dnia
hodowli. Antybiotyk amoksycylina stymulowata wzrost Chlorelli
sp. 176, catkowicie hamujac wzrost cyjanobakterii (rysunek 1B).
A B

Ch 10 mg/L CB 10 mg/L
—=—Ch30mg/L — m —CB30mg/L —o—Ch5mg/L —4&—Ch 20 mg/L
Ch 20 mg/L & —CB20mg/L —&— Ch40 mg/L —&— kontrolna Ch
—&— Ch kontrolna — 4 —CB kontrolna kontrolna CB CB5mg/L

15 CB 20 mg/L CB 40 mg/L

,/;:‘f"

absorbancja przy dtugosci fali 680 nm

O'z.'——-, 0.——-'

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 02 4 6 8 1012 14 16 18 20 2

dzien procesu

dzien procesu

Rys. 1. Wzrost mikroorganizmdw:
A —diclofenak, B — amoksycylina
Zrédto: opracowanie whasne.

Usunigcie diclofenaku bylo efektywniejsze w przypadku
hodowli Chlorelli sp. 176, niezaleznie od stezenia diklofenaku.
W przypadku amoksycyliny duza role w rozktadzie odgrywata
fotodegradacja, poniewaz nastepowal on réwniez w przypadku
obumarcia biomasy oraz w probie bez biomasy.
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A mChlorellasp.176  m Synechocystis sp. PCC 6803 B ® Chlorella sp.176 ® Synechocystis sp. PCC 6803
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Rys. 2. Stopien usuniecia farmaceutykow:
A — diclofenaku, B — amoksycyliny

Zrédto: opracowanie wlasne.

Whnioski

Diclofenak nie hamowatl wzrostu zaréwno mikroalg, jak i cyjano-
bakterii. Obserwowana stymulacja wzrostu moze by¢ rezultatem
przestawienia fotoautotrofizmu na metabolizm miksotroficzny,
w odpowiedzina zewnetrzne Zrodlo wegla, jakie stanowity bada-
ne farmaceutyki. Amoksycylina usuwana byta géwnie na drodze
fotodegradacji oraz degradacji przez mikroalgi. Wybdr odpo-
wiedniego rodzaju mikroorganizméw fotosyntezujacych ma klu-
czowe znaczenie w usuwaniu farmaceutykéw. Szczegdlna uwage
powinno zwrdcic sie wiasnie na mikroalgi eukariotyczne.
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Badanie wplywu Zrédla wegla nieorganicznego
na recykling cieczy pohodowlanej w hodowli
termofilnych cyjanobakterii

R. Mielczarek, A. Klepacz-Smotka

Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska, Politechnika Eédzka,
ul. Wélczanska 213, 90-924 Lédz

Wstep

Celem badan bylo okreslenie w jaki sposob ciecz pohodowlana,
uzyskana z kultywacji termofilnego szczepu cyjanobakterii
Synechococcus PCC 6715, wpltywa na efektywnos¢ wzrostu bio-
masy w kolejnej hodowli w zaleznosci od pierwotnie uzytego
zrdodta wegla nieorganicznego.

Do grona mikroalg i cyjanobakterii jest zaliczanych szereg or-
ganizmow bytujacych w réznorodnych warunkach — od goracych
zrddet parku Yellowstone do snieznych czap na stokach Alp - co
skutkuje odmienng budowa i gama produkowanych metabolitow.
Pozwala to na ich wykorzystanie w wielu dziedzinach przemystu
np. wysoka zawartos$¢ biatek w suchej biomasie uzyskanej ze
Spirulliny sprawia, ze jest ona doskonalym dodatkiem do zyw-
nosci, podczas gdy duze stezenie lipidow w komorkach Chlorelli
oznacza, ze moze ona stanowic substrat do produkgcji biodiesla.
Oczywistym jest, ze osiaggniecie zamierzonego celu wymaga
przeprowadzenia hodowli w odpowiednich warunkach. Jednym
z najwazniejszych jest rodzaj zastosowanego zrodia wegla. Dla
mikroalg i cyjanobakterii autotroficznych moze by¢ nim gazowe
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CQO, lub rozpuszczona s6l NaHCO,, natomiast dla heterotroficz-
nych chociazby glukoza. Kolejnymi parametrami kontrolujacymi
metabolizm jest pH oraz temperatura medium hodowlanego.
Pomimo obiecujacych mozliwosci produkcyjnych mikroalg,
ich hodowla w celach komercyjnych spetniajacych wymagania
wielkoskalowego przemystu jest wcigz nieoptacalna i wymaga
wielu optymalizacji. Niezmiernie waznym aspektem udosko-
nalenia hodowli mikroalg, majacym na celu redukcje kosztow
ich kultywacji, jest recykling cieczy pohodowlanej. Wynikajace
z tego korzys$ci maja nie tylko wymiar ekonomiczny, ale rowniez
srodowiskowy, poniewaz pozwalaja zredukowac wartos¢ catko-
witego $ladu wodnego. Powtdrne uzycie medium gwarantuje
pelniejsze wykorzystanie skiadnikow odzywczych, mniejsze
zapotrzebowanie na czysta wode oraz redukcje kosztow zwia-
zanych z oczyszczaniem powstalych Sciekdw [Loftus, Johnson
2017:154-166]. Recykling cieczy, moze jednak doprowadzi¢ do
nagromadzenia si¢ w niej réznego rodzaju elementéw, do kto-
rych naleza: produkty zewnatrzkomérkowe mikroalg, produkty
lizy ich komorek, niewykorzystane sktadniki odzywcze, szczatki
komorek, czy nawet obce bakterie. Ich obecno$¢ moze miec efekt
stymulacyjny, jak rowniez (czgsciej wystepujacy) inhibicyjny, na
wzrost mikroalg wykorzystujacych ponownie to samo medium
[Yuiin., 2018:192-200].

Materialy i metody

+ Ciecze pohodowlane — przed rozpoczeciem badan zostaty
przeprowadzone hodowle pierwotne cyjanobakterii, z ktorych
pobrano media pohodowlane:

A: Hodowla w fotobioreaktorze Biostat® PBR 2S firmy
SARTORIUS. Jako zrédlo wegla stosowano 10% (v/v) 1M
roztwor NaHCO,.
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B: Hodowla w fotobioreaktorze Labfors 5® firmy INFOS.
Zrédtem wegla byt strumienn powietrza zawierajacy 0,8%
(v/v) dwutlenku wegla.

Inokulum - sinica Synechococcus sp. PCC 6715, pochodzaca
z kolekgji Instytutu Pasteura w Paryzu.

Podloze hodowlane BG11 - jest to ciecz dostosowana do
wzrostu cyjanobakterii, przygotowana zgodnie z przepisem
UTEX.

Metodyka - do kolb ptaskodennych wlano po 150 ml cieczy
pohodowlanych, czes¢ z nich poddano odpowiednim mody-
fikacjom. W kolbach znajdowaly si¢ same ciecze pohodowlane
(CP), ciecze zuzupemionymi sktadnikami odzywczymi (CP +S),
ciecze z regulowanym pH do wartosci = 8 (CP + pH) oraz ciecze
z uzupetionymi sktadnikami odZzywczymi i regulowanym pH
(CP +S+ pH). Stezenie biomasy po 14 dniach hodowli mierzono
poprzez spektrofotometryczny pomiar gestosci optycznej za-
wiesiny (BIOTEK - EPOCH 2, przy dtugosci fali 680 nm).

ii _ @NaHco; mco, [ )
1,2
1
0,8
0,6
0,4

Absorbancja 680nm [-]

o,

2
0 - ] - - - )

(1)cp (2)CP+pH  (3)CP+S  (4) CP+S+pH  (0) BG11

Sktad medium hodowlanego
Rys. 1. Gestos¢ optyczna zawiesiny mikroalg

w ostatnim dniu hodowli
Zrédto: opracowanie wiasne.
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Whnioski

Zaréwno ciecz hodowlana po zastosowaniu rozpuszczalnego
weglanu jak i CO,, jako nieorganicznego zrédta wegla, moga by¢
ponownie wykorzystane po uzupelnieniu sktadnikéw odzyw-
czychiregulacji pH, dajac produkcje biomasy zblizong do proby
kontrolnej (0).
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Badanie hydrolizy skrobi przez a-amylaze.
Dezaktywacja enzymu
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Chemicznej, Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich,
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a-amylaza (E.C. 3.2.1.1) hydrolizuje wigzania a-1,4 glikozy-
dowe znajdujace si¢ np. w skrobi, tworzac glukoze oraz maltoze.
a-amylaza moze pochodzi¢ z roslin, zwierzat oraz mikroor-
ganizmow. Ma ona szerokie zastosowanie w wielu gateziach,
m.in. w medycynie oraz w przetwdrstwie zywnosci [Mitek,
2021:4117]. Celem pracy bylo przeprowadzenie badania hydro-
lizy skrobi z jednoczesna dezaktywacja a-amylazy z trzustki
wieprzowej. W celu wyznaczenia parametréow dezaktywagji
a-amylazy, przeprowadzono badania wplywu temperatury
na aktywnos$¢ a-amylazy z trzustki wieprzowej (Typ VI-B, >
10 U/mg biatka, Sigma-Aldrich).

Aktywnos$¢ a-amylazy badano umieszczajac roztwor a-amyla-
zy w 1% roztworze skrobi o pH rownym 6,9 (bufor fosforanowy)
w czasie 15 minut w temperaturze 25°C. Nastepnie dodawano
0,5% roztwér kwasu 3,5-dinitrosalicylowy (DNS). Otrzymana
mieszaning gotowano przez 15 minut. Ilos¢ powstajacego cukru
redukujacego oznaczano przy uzyciu spektrofotometru UV-
-VIS Jasco 530 przy dlugosci fali 540 nm. Wykonywano badanie
aktywnosci a-amylazy dla temperatur przechowywania 30°C,
35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C oraz 60°C. Wszystkie pomiary
aktywnosci przeprowadzono w trzech powtorzeniach, a otrzy-
mane wyniki przedstawiono jako + SD.
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Zmiana stezenia skrobi S podczashydrolizy zuzyciem a-amylazy
opisuje rownanie:

5_ i M)
w ktorym: k jest stalq szybkosci reakcji (1/min), natomiast E jest
stezeniem enzymu (mol/dm?). Zmiane bezwymiarowej aktywnosci

a-amylazy a [Ademakinwa i in., 2019:833-84] opisuje réwnanie:

da
d_t — kda (2)

w ktdrym k jest stata szybkosci dezaktywagji (1/min).Rozwigzaniem
réwnania (2) dla warunkow poczatkowych a (t=0) =1 jest zaleznosc:

a = exp(—kyt). (3)

Stata szybkosci reakcji k oraz stata dezaktywadji k, zalezy od
temperatury T i jest opisana rownaniami Arheniusa:

k(T) = koexp( IST) 4)

kq(T) = kdoexp< ET) (5)

w ktorych, k, k,sa statymi odpowiednio dla hydrolizy skrobi
oraz dla dezaktywadji a-amylazy (1/min), E_jest energia aktywacji
(kJ/mol), E, jest energia dezaktywadji (kJ/mol), R jest stala gazowa
8.314 J/(mol-K), a T jest temperatura (K).
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W wyniku rozwiagzania réwnan (1)—(5) przedstawionego wcze-
$niej [Mitek, Wojcik, 2009:833-841], otrzymano zalezno$c¢ opisu-
jaca zmiane aktywnosci a-amylazy w zaleznosci od temperatury
pomiaru:

g o o e
L= exp(-f)

a(T) =

gdzie T jest temperatura, w ktorej aktywno$¢ a-amylazy osiaga
warto$¢ maksymalna (K). Bezwymiarowy parametr  opisuje
zaleznos$¢:

E
ﬁ = kdotaexp (—_RTd ) = takd(Topt)v (7)
opt

w ktorej ¢ jest czasem prowadzenia procesu hydrolizy skrobi
(min), a k(T ) jest stata szybkosci dezaktywacji w temperaturze
optymalnej T . Wartos¢ energii aktywadji E, jest wyznaczana
z rdwnania:

Ea=Ed_M‘ (8)

Réwnania (6)—(8) byly uzywane przy wyznaczaniu parametréw
m.in. hydrolizy inulinazy przez rekombinowane exo-inulinazy
Aspergillus niger [Milek, 2009:8061-8067], przez rekombinowane
endo-inulinase A. niger [Mitek, 2023:859-866] oraz w hydroly-
zie oleju z oliwek przez lipaze z trzustki wieprzowej [Mifek,
2021:389-398].

99



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

08

0.6

ylazy z trzustki wi

= 04

R?-0,9904
P <0,0001

SSE - 0,0503
F -256,77

0.2

. dane doswiadczlane
6)

Tow.
— — —  95% przedziat ufnosci
0.0

300 310 320 330
temperatura (K)

Rys. 1. Zmiana aktynowosci a-amylazy z trzustki
wieprzowej w zaleznosci od temperatury
Zrédto: opracowanie whasne.

Przeprowadzone badanie hydrolizy skrobi przez a-amylaze
z trzustki wieprzowej wraz z dezaktywujacym si¢ enzymem,
pozwolily wyznaczy¢ wartosci: E, rtdwng 66,05 + 4,17 kJ/mol,
E, réwna 161,02 + 12,17 kJ/mol oraz Topt wynoszaca 318,36 + 0,48
K. Dodatkowo z réwnania (7) wyznaczono wartos¢ k AT, 2 jed-
noczesnym okresleniem wartosci rownej (2,3 + 0,02)-10* 1/min.
Otrzymane wartosci E, E, T, k,, moga by¢ uzyte do projek-
towania oraz optymalizacji hydrolizy skrobi m.in. w przemysle
Spozywczym.
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Termiczna waloryzacja biomasy
cyanobakterii termofilnych

J. Osmanska, A. Klepacz-Smoélka, R. élgzak

Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska, Politechnika Eddzka,
ul. Wolczaniska 213, 90-924 £6dz

Wstep

Celem badan byta termalna waloryzacja biomasy cyjanobakterii
termofilnych.

Z pojawiajacym sie coraz wigkszym zapotrzebowaniem na
energie, w ciagu zaledwie jednego stulecia ilos¢ emitowanych
do atmosfery gazow cieplarnianych pochodzacych z przemystu
energetycznego wzrosta niewyobrazalnie wysoko. Przewiduje
sig, ze zapotrzebowanie to nadal bedzie rosto. Niestety ich zasoby
nieuchronnie ulegaja wyczerpaniu. W takiej sytuacji istnieje
uzasadniona koniecznos¢ poszukiwan nowych, odnawialnych,
a przy tym ekonomicznych zrodel energii, ktére dodatkowo
beda ponownie wprowadzaly do obiegu CO, uwolnione do
atmosfery. Mikroorganizny fotosyntezujace m.in. cyjanobakterie
maja zdolnos¢ przeksztatcania dwutlenku wegla w biomase,
ktora moze by¢ wykorzystywana jako zrddto cennych substancji
odzywczych, biogennych oraz leczniczych. Jednym ze sposobdéw
waloryzacji biomasy jest piroliza, ktora w wysokich temperaturach
i w warunkach beztlenowych rozktada zwigzki obecne w bioma-
sie cyjanobakteriinaich prostsze formy. Podczas pirolizy biomasy
powstaja trzy podstawowe produkty. Pierwszym z nich jest
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karbonizat, ktdry sklada si¢ gléwnie z wegla oraz mineralnej
pozostalosci. Drugim produktem jest olej, stanowiacy mieszanke
weglowodordw. Z kolei trzecim sa gazy, gtéwnie CO, CO,, CH,
oraz H,, ktére moga by¢ wykorzystane na cele energetyczne,
jak réwniez na ,building blocks” do syntezy chemicznej [Allaf,
Peerhossaini, 2022:696; Sle;zak iin., 2022:102-782].

Materialy i metody

Inokulum - sinice termofilne Synechococcus sp. PCC 6715 oraz
Fischerella thermalis PCC 7521, pochodzace z kolekgji Instytutu
Pasteura w Paryzu.

Podtoze hodowlane — biomas¢ hodowano w podiozu BG11,
przygotowanym zgodnie z procedura UTEX.

Metodyka — Hodowle prowadzono w kolbach wstrzasanych
o objetosci roboczej 250 ml w fotowytrzasarce(Sartorius
Ceromat CE), przy obrotach 120 rpm w temperaturze 45°C.
Po 14 dniach kultywacji biomase zebrano poprzez wirowanie,
zliofilizowanoipoddano dalszejobrdbce. Pirolize prowadzono
w termowadze TGA/SDTA 851 LF Mettler Toledo. Poczatkowa
masa prob umieszczanych w termowadze wynosita 15 +/- 1
mg. Produkty gazowe, powstaly podczas procesu pirolizy
analizowano za pomoca kwadrupolowego spektrometru mas
Pfeiffer Vacuum QMS 200. Wydajno$¢ produkcji karbonizatu
w danej temperaturze policzono na podstawie pozostatosci
po biomasie w termowadze. W celu wyliczenia wydajnosci
produkgji gazu w procesie pirolizy skalibrowano sygnaty
ze spektrometru mas ze wzorcami. Natomiast wydajnosc¢
produkgji oleju policzono z bilansu masy.
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Wyniki i dyskusja

Podczas pirolizy powstata zblizona warto$¢ karbonizatu i oleju
z obu cyjanobakterii (rysunek 1). Analiza gazu wykazala, ze
z PCC 7521 byto wiecej produkowanej wody niz z PCC 6715.
Natomiast z biomasy PCC 6715 wygenerowala si¢ wigksza ilos¢
produktow gazowych. Analizujac sklad procentowy gazow,
warto$¢ procentowa metanu (CH,) i dwutlenku wegla (CO,) dla
obu cyjanobakterii byla zblizona (rysunek 2). Jednakze wartos¢
tlenku wegla (CO) byta wigeksza dla PCC 6715. Wodor natomiast
zostal otrzymany w wigkszej ilosci dla gatunku PCC 7521 o po-
nad 2%.

Energia aktywacji, ktora wskazuje minimalng wartos$¢ energii
potrzebna, aby zaszta reakcja, zostata obliczona przy pomocy
programu Kinetics (Netzsch), ktory oparty jest na kinetyce
Friedman’a. Biomasa cyjanobakteria PCC 6715 posiadala mniejszy
poziom energii aktywagji.

PCC 6715 Kar.bonizat PCC 7521 Kar.bonizat
Oleje Oleje
= Woda = Woda

= Suma gazéw 18 = Suma gazéw
31.52 29.9
14.' 19.
31.03 32

Rys. 1. Wydajnos¢ produktéw pirolizy
w temperaturze 600°C
Zrédto: opracowanie whasne.

2
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Rys. 2. Sklad procentowy gazow pirolitycznych
w temperaturze 600°C
Zrédto: opracowanie whasne.

Whnioski

Poréwnujac obie cyjanobakterie pod wzgledem otrzymanych
produktéw pirolizy, mozna zaobserwowad, ze najwieksze roz-
bieznosci we wspolczynnikach wydajnosci sa dla wody i gazdw.
Przy czym wieksza wydajnoscia produkcji gazow charakteryzo-
wata si¢ cyjanobkateria PCC 6715. Dodatkowo cyjanobakteria
PCC 6715 wymaga mniejszej ilosci energii potrzebnej do prze-
prowadzenia procesu pirolizy.
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Wstep

Odpady z zywnosci sa nieodtacznym elementem funkcjonowania
spoteczenstwa. Zgodnie z danymi Eurostatu, w 2020 roku Eu-
ropejczyk wygenerowal 70 kg odpaddéw kuchennych. Biorac
pod uwage produkcje, przetwdrstwo i transport zywnosci
oraz ustugi gastronomiczne, ilos¢ marnowanej zywnosci wy-
nosi 127 kg na mieszkanca [Food waste, ec.europa.eu]. W 2021 r.
Europe zamieszkiwato 447 miliondw osob [Corselli-Nordblad
i in. 2023:3-84], co daje niespetna 57 milionéw ton tego rodzaju
odpaddw rocznie. W pierwszej kolejnosci nalezatoby podja¢ kroki
majace na celu zapobieganie powstawania odpadow. Niemniej
catkowite ich wyeliminowanie nie jest mozliwe. Z tego powodu
konieczne jest takie ich zagospodarowanie, ktore umozliwi reali-
zowanie zatozen gospodarki cyrkularnej. Najbardziej korzystna
metoda koncowego zagospodarowania odpadéw organicznych
jest ich zastosowanie jako nawozu. Niemniej nawdz musi spet-
niac Scisle okreslone kryteria zawarte w Rozporzadzeniu Parla-
mentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009 z dnia 5 czerwca
2019 r., ustanawiajace przepisy dotyczace udostepniania na
rynku produktéw nawozowych UE, zmieniajace rozporzadze-
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nia (WE) nr 1069/2009 i (WE) nr 1107/2009 oraz uchylajace roz-
porzadzenie (WE) nr 2003/2003. W odpadach organicznych sto-
sunek wegla do azotu jest na tyle wysoki, ze istnieje mozliwos¢
jednoczesnego wykorzystania czesci wegla organicznego celem
wytworzenia biopaliwa i zwigkszenia zawartosci azotu na cele
nawozowe. Najczesciej stosowana metoda odzyskania energii
z odpaddw jest fermentacja metanowa [Tamasiga i in., 2022:98-96].
Poszukiwane sa metody umozliwiajace wigekszy odzysk energii.
Ciekawym rozwigzaniem jest produkcja biowodoru w procesie
fermentacji kwasnej. W cieczy pofermentacyjnej pozostaje duzy
fadunek kroétkotanicuchowych kwasoéw organicznych, ktére moga
by¢ wykorzystane jako pdtprodukty do syntez chemicznych, badz
jako Zrédto biogazu.

W ramach niniejszej pracy sprawdzono biochemiczny potencjat
metanu cieczy nadosadowej po fermentacji kwasnej odpadow
kuchennych (wyniki badan nad fermentacja kwasna sa przedsta-
wione w réwnoleglym abstrakcie pt. ,Wplyw zrdédta inokulum
i obrobki wstepnej na produkcje biowodoru w procesie fermen-
tacji kwasnej”).

Materialy i metody

Poferment z procesu fermentacji kwasnej odpadéw kuchen-
nych z wykorzystaniem inokulum poddanego obrébce wstepnej
w temperaturze 70 i 90°C byt wirowany przez 10 min przy pred-
kosci obrotowej 6000 rpm. Ciecz nadosadowa byla mieszana
w réznych stosunkach objetosciowych — od 1:9 (10% V/V) do
3:1 (75% V/V) z inokulum (osadem przefermentowanym z Gru-
powej Oczyszczalni Sciekéw w Lodzi). Proces fermentacji
metanowej prowadzony byt w warunkach mezofilnych (37°C),
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w trybie okresowym, statycznym. Ilos¢ powstajacego biogazu
byta mierzona za pomoca skalibrowanych butli przelewowych
wypetnionych solanka, zas sktad biogazu za pomoca chroma-
tografu gazowego SRI Instruments. W mieszaninach fermenta-
cyjnych mierzono pH, zasadowo$¢ (metoda potencjometryczna)
i sume krotkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych (za pomoca
destylacji para wodna w destylarce firmy Biichi).

Dyskusja wynikow

Ciecz nadosadowa z fermentacji kwasnej miata bardzo wysoka
zawarto$¢ sumy krotkotancuchowych kwaséw karboksylowych
- powyzej 4,5 g..scoon/dm’. Niemniej charakteryzowata sie
rowniez tak ztozonym skladem, Ze zadna z mieszanin cieczy
nadosadowej z inokulum nie wymagata dodawania zwiazkéow
zwigkszajacych zasadowos¢ przed rozpoczeciem procesu fermen-
tacji metanowej. Wszystkie mieszaniny miaty warto$¢ zasado-
wosci powyzej 2 g .o,/dm’.

Im wiekszy byt udzial objetosciowy cieczy nadosadowej,
tym pozniej obserwowano produkcje biogazu (rysunek 1). Naj-
wieksza objeto$¢ wyprodukowanego biogazu netto odnotowano
dla najwigkszego udziatu procentowego cieczy nadosadowej —
1160 + 85 cm® z 0,5 dm® mieszaniny fermentacyjnej. We wszystkich
badanych wariantach uzyskano podobna zawarto$¢ metanu
w biogazie — powyzej 54% objetosci.

Natomiast biorac pod uwagge ilos¢ wyprodukowanego metanu,
w odniesieniu do 1 g suchej masy organicznej (g ) odpadow
kuchennych uzytych do procesu fermentacji kwasnej, najlepsze
wyniki uzyskano dla mieszaniny zawierajacej 10% objetosci cieczy

nadosadowej (rysunek 1). Byta to wartos¢ 294 + 33 ml /g .
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Rys. 1. Kumulacyjny wykres produkcji metanu z mieszanin
zawierajacych ciecz nadosadowa w réznych udziatach
objetosciowych z inokulum
Zrédlo: opracowanie wiasne.

Whnioski

Zastosowanie dwustopniowego procesu fermentacji metanowej,
z rozdziatem faz hydrolizy i produkcji kwasow od metanowej,
umozliwilo uzyskanie prawie 100 ml wodoru i prawie 300 ml
metanu z 1 g suchej masy organicznej odpadow kuchennych.
W ramach dalszych badan sprawdzony zostanie sklad osadu
pofermentacyjnego, pod katem mozliwosci zastosowania go
jako nawozu.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu
nr 2021/43/B/ST8/00298.
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K. O. Roubinek!’, M. Jasinska?, K. Kozak?, R. Kurek?,
E. Kobylska', J. Janiszewska'

! Lukasiewicz — Instytut Chemii Przemystowej, Grupa Badawcza Farmacji, Chemii
Kosmetycznej i Biotechnologii, Rydygiera 8, 01-793 Warszawa
? Politechnika Warszawska, Wydziat Inzynierii Chemicznej i Procesowey,
ul. Waryniskiego 1, 00-645 Warszawa, “otton.roubinek@ichp.lukasiweicz.gov.pl

Biodegradowalne biopolimery znajduja coraz szersze zastoso-
wanie ze wzgledu na ochrong srodowiska naturalnego i rozwdj
gospodarki obiegu zamknigtego. Unia Europejska od wielu lat
dazy do zmniejszenia odpaddéw z tworzyw sztucznych oraz
upowszechnienia idei recyklingu i odzysku. Rada Europejska
w 2018 r. wprowadzita pakiet dyrektyw realizujacych unijna
polityke gospodarowania odpadami w obiegu zamknietym
(tzw. pakiet odpadowy) oraz w 2019 r. tzw. dyrektywe plasti-
kowa, wymierzona gtownie w produkty jednorazowego uzytku
z tworzyw sztucznych (tzw. Single Use Plastics). W zwiazku z re-
strykcyjnymi przepisami UE w zakresie ograniczen stosowania
tworzyw z surowcoéw kopalnych niezwykle wazna jest intensy-
fikacja dziataii zmierzajacych do zastepowania ich w obszarach,
gdzie jest to mozliwe, materiatami catkowicie biodegradowalnymi.
Doskonata alternatywe dla wigkszosci konwencjonalnych
tworzyw sztucznych oraz wigkszosci istniejacych w przetwor-
stwie aplikacji moga stanowi¢ biopolimery — polihydroksyalka-
niany (PHA) [Keshavarz, Roy, 2010:321-326].
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W Sieci Badawczej Lukasiewicz — Instytut Chemii Przemysto-
wej (Lukasiewicz-IChP) otrzymano biopolimer P3HB (poli-3-hy-
droksymaslan), nalezacy do rodziny PHA, z wykorzystaniem
modyfikowanych genetycznie bakterii Escherichia coli. Wzrost
mikroorganizmdéw prowadzono w temperaturze 37°C w warun-
kach aerobowych w hodowlach pétokresowych. Zrédtem wegla
dla mikroorganizméw w hodowlach byta glukoza oraz inne od-
padowe zrodla wegla.

Badania nad napowietrzaniem bioreaktora BioFlow 310 obej-
mowaty wyznaczanie objetosciowych wspotczynnikéw wnikania
k a dla tlenu w bioreaktorze [C)zbek, Gayik, 2009:153-176]. Bio-
reaktor BioFlow 310 moze by¢ wykorzystywany w zakresie obje-
tosci czynnej od 3,5 dm? do 5,0 dm®.

Dane uzyskane z badan zwigkszyly zakres wiedzy z wytwa-
rzania P3HB z wykorzystaniem modyfikowanych genetycznie
Escherichia coli i napowietrzania bioreaktora z mieszaniem
mechanicznym w skali laboratoryjne;.

Praca wykonana w ramach projektu zrealizowanego w Lukasiewicz-IChP:
., Biopolimery bakteryjne w circular economy” dzieki dotacji Prezesa
Centrum tukasiewicz (2021-2022) oraz subwencji Lukasiewicz-IChP:
. Badanie napowietrzania bioreaktordéw stosowanych do hodowli mikro-
organizméw z mieszaniem mechanicznym” (2022).
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Doswiadczalna weryfikacja wlasciwosci
bakteriostatycznych materialow filtracyjnych

M. Stor, K. Wierzchowski, A. Krasinski’, M. Pilarek”

Wydziat Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Politechnika Warszawska,
ul. Warynskiego 1, 00-645 Warszawa, ‘andrzej.krasinski@pw.edu.pl,
‘maciej.pilarek@pw.edu.pl

Wstep

Czysta woda jest podstawowym medium wykorzystywanym
w gospodarstwach domowych oraz zakltadach przemystowych.
Przemystowe zuzycie wody dotyczy réznorodnych procesow,
w tym zastosowania wody jako podstawowego rozpuszczalnika
roznych zwiazkéw chemicznych czy jako surowca w wielu tech-
nologiach biochemicznych [Salehia i in., 2021:380-399]. Woda
musi speic¢ Scisle okreslone wymogi obejmujace parametry
jakosciowe, definiujace dopuszczalne wartosci stezen rozpusz-
czonych lub zawieszonych w niej zanieczyszczen. Zawartosc
mikroorganizméw zalicza sie do grupy tych parametréow, ktdre
nalezy spetni¢, gdyz ich obecno$¢ moze niekorzystnie wptynac
na dalsze procesy. Separacja drobnoustrojéw obecnych w wodzie
jest waznym problemem badawczym z pogranicza inzynierii bio-
procesowej i filtracji [Pasinszki, Krebsz, 2020:9-17]. Obecnosc¢
mikroorganizmdéw w wodzie stwarza oczywiste zagrozenie dla
zdrowia ludzi, ale prowadzi rowniez do intensyfikacji zjawiska
biofoulingu w aparaturze i armaturze. W instalacjach stuzacych
oczyszczaniu wody, proliferacja mikroorganizmow skraca cykl
zycia filtra, czemu towarzyszy wzrost oporéw lub obnizenie wy-
dajnosci filtracji [Levi i in., 2016:44-52]. Puste objetosci wewnatrz
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struktur filtracyjnych pozwalaja na zasiedlanie i gromadzenie
si¢ w nich biomasy mikroorganizmdw, gdzie zapewnione maja
warunki sprzyjajace ich proliferacji. Poza zablokowaniem struk-
tury filtra, dodatkowym efektem moze by¢ reemisja mikroorga-
nizmow ze struktur do oczyszczonej wody, ktdrej sprzyja wzrost
lokalnych szybkosci $cinania w niewielkich przestrzeniach
dostepnych dla przeplywu [de Vries i in., 2020:115-511]. Jed-
nym ze sposobdw ograniczajacych wyzej wymienione problemy
jest opracowanie antybakteryjnych dodatkéw do filtrow, ktore
pozwola ograniczaé¢ szkodliwy wptyw mikroorganizmdéw na
uklady filtracyjne.

Pierwszym etapem opracowania filtrow o wiasciwo$ciach
antybakteryjnych jest poszukiwanie odpowiednich dodatkéw
o wilasciwosciach bakteriostatycznych, ktdre mozna wilaczy¢
do materiatu filtracyjnego. Poszukiwania te wymagaja prostej
i szybkiej metody detekcji wlasciwosci bakteriostatycznych fil-
trow, modyfikowanych dodatkami potencjalnie ograniczajacy-
mi proliferacje mikroorganizmow. Istnieje wiele opracowanych
standardowych metod testowych bakteriostatycznosci materiatow,
najczesciej odnoszacych sie¢ do powierzchni materiatow litych.
Zadna z nich nie dotyczy jednak widknin filtracyjnych. Bazujac
na znanych metodykach podjeto badania, pozwalajace na ich
adaptacje dla materiatow filtracyjnych. W tym celu przeprowa-
dzono weryfikacje trzech réznych metod identyfikacji wlasciwosci
bakteriostatycznych materiatéw: (I) testu kontaktu bezposred-
niego, (II) testu ,ramkowego” oraz (III) testu kontaktu z zawie-
sing komorek.

Materialy i metody

W badaniach jako modelowy szczep mikroorganizméw wyko-
rzystano komorki Escherichia coli ATCC 8739. Wszystkie uktady
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badawcze termostatowano w temperaturze 37°C. Jako pozyw-
ke wykorzystano podioze LB (ang. lysogeny broth), uznawane za
referencyjne w hodowlach komorek E. coli. W zaleznosci od
realizowanego testu badania wiasciwosci bakteriostatycznych
materialéw, uzyto zawiesin komodrek E. coli o réznych gesto-
Sciach komorek. 10% jtk/ml w przypadku testu kontaktu bezpo-
$redniego i testu ,ramkowego” oraz 10° jtk/ml w przypadku testu
kontaktu z zawiesing komorek.

W metodzie kontaktu bezposredniego, probki badanego
materiatu (krazki ¢ 1 cm) umieszczano na jednorodnej warstwie
bakterii proliferujacych na zestalonym agarem podtozu LB. Po 24
h inkubacji mierzono $rednice , tysinek” powstajacych w poblizu
badanego materialu. W metodzie ,testu ramkowego”, badany
material cigto na odcinki o wymiarach 5 cm x 1 cm, a nastepnie
uzyskane probki materiatu uktadano w ramke na powierzch-
ni podloza LB zestalonego agarem. Powierzchnie wewnatrz
,ramki” inokulowano bakteriami i po 24 godzinach inkubagji
analizowano uklad hodowlany pod katem migracji komorek
poza obrys ,ramki” z badanego materiatu. Metoda kontaktu
z zawiesing komorek polegata na 24-godzinnej inkubacji probek
badanego materiatu (krazki ¢ 1 cm) umieszczonych w celkach
plytki 24-dotkowej i inkubacji z zawiesing komodrek modelo-
wego mikroorganizmu. Nastepnie z uktadu pobierano prébke
zawiesiny komorek, ktéra przenoszono na podioze hodowlane
zestalone agarem i okreslano liczbe jednostek tworzacych kolonie
(jtk) po kolejnych 24-godznach inkubaciji.

Zgodnie z powyzszymi zatozeniami, doswiadczalnie zwery-
fikowano wlasciwosci bakteriostatyczne szesciu filtrow wody
wykonanych z réznych materiatéw: (I) czystego polipropyle-
nu (material referencyjny, PP), (II) polipropylenu z dodatkiem
zeolitu zawierajacego jony i Cu** (AP), (III) polipropylenu z dodat-
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kiem zeolitu zawierajacego jony Ag* i Zn** (BP), (iv) polipro-
pylenu pokrytego powloka wykonang z tlenku srebra (AgO),
(v) polipropylenu pokrytego powloka wykonang z tlenku
srebra i tlenku miedzi (AgO-CuO) oraz (vi) polipropylenu
pokrytego powtoka wykonana z tlenku srebra i zawierajaca jony
Zn* (AgO-Zn).

Wyniki i wnioski

Wyniki przedstawione w tabeli 1 wskazuja, Ze zaden z badanych
materiatow filtracyjnych nie wykazal wlasciwosci bakteriosta-
tycznych w testach bezposredniego kontaktu. W testach , ram-
kowych” filtry wykonane z materialéw AgO i AgO-Zn ujawnitly
wlasciwosci bakteriostatyczne. Natomiast w testach kontaktu
z zawiesing komorek zidentyfikowano wlasciwosci bakteriosta-
tyczne materiatu AgO.

Tab. 1. Dos$wiadczalna weryfikacja wlasciwosci bakteriosta-
tycznych badanych materiatow filtracyjnych (,,+” — efekt
bakteriostatyczny, ,—” — brak efektu bakteriostatycznego)

material filtracyjny

metodyka (test) PP AP BP AgO AgO-CuO AgO-Zn
test ,ramkowy” - - - + - +
kontakt bezposredni - - - - - _

kontakt z zawiesing

p - - + - -
komorek

Zrédto: opracowanie whasne.

Zaobserwowane réznice w wykazywaniu efektu bakteriosta-
tycznosci, ograniczajacego proliferacje komorek modelowego
szczepu E. coli, moga by¢ spowodowane réznicami w specyfice
kontaktu miedzy badanymi materialami a bakteriami, ktore to
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roznice przektadaja si¢ bezposrednio na mechanizm wywotywa-
nia w komdrkach efektéw skutkujacych limitowaniem wzrostu
biomasy. W tescie kontaktu bezposredniego, fizyczny kontakt
z powierzchnia materiatu filtracyjnego maja wytacznie tylko
komorki znajdujace si¢ pod badanym materiatem. Uzyskanie
pozytywnego wyniku w tym tescie jest silnie uzaleznione od
przenikania czynnika, potencjalnie wywotujacego efekt bak-
teriostatycznosci z materialu do zestalonego podloza w celu
dalszego oddziatywania z bakteriami. W przypadku badanych
materialéw zjawisko to prawdopodobnie nie wystepowato.
W tescie ,ramkowym”, pozytywny wynik obrazowany jest
przez mozliwos$ci migracji bakterii poza obrys ramki z materiatu.
W tescie tym kontakt bakterii z materialem jest w wiekszym
stopniu wymuszony, co pozwala na eskalowanie oddziatywania
dodatkéw biologicznie aktywnych z mikroorganizmami. W tescie
kontaktu z zawiesing komorek, interakcja material-biomasa jest
wymuszana przez sedymentacje bakterii na materiat, co pozwala
na bezposrednie dziatanie biologicznie czynnych dodatkow
na komorki bakterii. Ostateczng weryfikacja adekwatnosci sto-
sowanych metod laboratoryjnych wykorzystujacych techniki
mikrobiologiczne, beda eksperymenty filtracyjne, pozwalajace
na ocene czasu zycia filtra, tj. czasu osiagniecia koricowej wartosci
spadku cisnienia.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu TECHMATSTRATEG-

111/0005/2019-00 finansowanego przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju.
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Izolacja i charakterystyka
nowych szczepow degradujacych
polietylen o niskiej gestosci
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Tworzywa sztuczne to syntetyczne polimery o dtugich faricuchach,
produkowane na bazie paliw kopalnych. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci, takie jak: lekko$¢, trwalos¢, wytrzymatosé, elastycz-
nos¢ oraz niskie koszty produkgji, staty si¢ nieodzowne w zyciu
codziennym. W efekcie powszechnego uzytkowania, materiaty te
staty si¢ wszechobecne, powodujac powazne wyzwania dla spote-
czenstwa i gospodarki oraz dla srodowiska. Wraz ze wzrastajaca
produkgja tworzyw sztucznych pojawit si¢ globalny problemem
gromadzenia si¢ odpaddw, zawierajacych polimery syntetyczne,
ktdre niekontrolowanie przedostaja sie do sSrodowiska naturalnego.
Obecnie ogromnym wyzwaniem jest zagospodarowanie odpadow
polimerowych oraz przeciwdziatanie ich uwalnianiu do srodowi-
ska. W srodowisku naturalnym tworzywa sztuczne moga ulegac
degradacji zaréwno w procesach abiotycznych, jak i biodegradadji,
ktoéra polega na rozktadzie polimeréw przez mikroorganizmy do
wody, CO, ibiomasy. Wraz z pojawieniem si¢ odpaddw syntetycz-
nych w srodowisku naturalnym, wiele mikroorganizmow rozwi-
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neto umiejetnos¢ wykorzystywania tworzyw sztucznych jako zrodta
wegla i energii [Jadaun i in., 2022:126697].

Celem badan byta izolacja mikroorganizméw zdolnych do
biodegradacji tworzyw sztucznych. Podczas badan skupiono sie
na biodegradacji polietylenu o malej gestosci jako najpowszech-
niejszego polimeru stosowanego do produkcji m.in. opakowan
jednorazowego uzytku.

Bakterie wyizolowano z gleby pobranej z dwoch zrédel: nie-
legalnego wysypiska smieci [Pokynbroda i in., 2022:73-91] oraz
z kompostownika, w ktérym zakopano folie LDPE. Izolacja zostata
przeprowadzona wedlug ponizszego schematu (rysunek 1):

Gleba zanieczyszczona Wzrost mikroorganizméw na podlozu ‘Wyizolowane bakterie,
plastikiem. z foliami LD-PE jako zrodlem wegla. potencjalnie degradujace
plastik.

Rys. 1. Strczonej plastikiem
Zrédto: opracowanie wiasne.

Z gleby pobranej z wysypiska $mieci oraz z kompostu wyizo-
lowano odpowiednio 7 i 5 nowych szczepdw, potencjalnie wy-
korzystujacych tworzywa sztuczne jako zZrddlo wegla, a takze
energii. Nastepnie mikroorganizmy scharakteryzowano z zasto-
sowaniem barwienia metoda Grama oraz przeprowadzono testy
biochemiczne.
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Tab. 1. Wyniki barwienia Grama oraz testéw biochemicznych
przeprowadzonych na bakteriach wyizolowanych z wy-
sypiska $mieci oraz kompostu

Szczepy wyizolowane Szczepy wyizolowane
Test z wysypiska $mieci z kompostu

1123|456 |7|K2|K3|K4|K5]| K6
Gram test I I o T I = - + + +
Catalase test =+ + =]+ |+ - + — + +
Oxidase test + 4+ + |+ = =1+] - _ _ + _
Casein hydrolysis test - ==+ |+ |+ |+] - + — — _
Gelatin hydrolysis test - ===+ +]+] - + - - _
Amylase test S0 [ O O O O I . . . .
(starch hydrolysis test)
Lecithinase test =1+ =]=1=-1-| - - — + +
Phytopathogenicity test ==+ =-|=-1-] -1 - - - -
Lipase test -l =1=1=]1=1=1-| = _ + _ _

Zrédto: opracowanie wiasne.

Przeprowadzono eksperymenty dotyczace degradacji folii
polietylenowych przez szczepy bakteryjne wyizolowane z wysy-
piska $mieci. Eksperyment trwat 28 dni. W hodowlach nie uzy-
skano przyrostu biomasy, jednak analizujac widma uzyskane
metoda ATR-FTIR, zauwazono zmniejszenie wysokosci pikow
dla liczb falowych 2850 i 2920 (odpowiadajacych wigzaniom C-H)
oraz pojawienie si¢ niewielkiego zaburzenia dla liczby 2350,
co dowodzi powstania zmian chemicznych na powierzchni poli-
meru. Zdjecia wykonane z wykorzystaniem mikroskopu skanin-
gowego, potwierdzaja powstanie biofilmu na powierzchni folii
(rysunek 2). Uformowanie si¢ warstwy biofilmu na powierzchni
polimeru jest uwazane za pierwszy etap biodegradacji, poniewaz
pozwala drobnoustrojom na efektywnga utylizacje nierozpusz-
czalnego substratu.
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Folia LDPE - kontrola. Obraz SEM Folia LDPE pokryta biofilmem. Obraz SEM

Rys. 2. Zdjecia folii LDPE wykonane za pomoca
mikroskopu skaningowego
Zrédto: opracowanie wiasne.

Zbadano i porownano toksycznos¢ oraz fitotoksycznosc pro-
duktéw biodegradacji polietylenu, obecnych w plynie pohodow-
lanym. Przeprowadzone eksperymenty dowiodly, ze produk-
ty biodegradacji LDPE nie sa toksyczne dla wybranych roslin
jedno- i dwuliSciennych. Natomiast w srodowisku wodnym
produkty biodegradacji polietylenu wykazaly toksycznosc ostra
dla skorupiakéw Daphnia magna (stopien toksycznosci 51%),
co pozwolito stwierdzi¢, ze dla organizmdéw wodnych szkodliwe
sa zardwno tworzywa sztuczne, jak i produkty ich biodegradaciji.

Szczepy wyizolowane z kompostu wykazaly zdolnos¢ do
wzrostu na podiozach, w ktérych polietylen o niskiej gestosci
stanowil jedyne zrédto wegla i energii (rysunek 3). Wskazuje to,
ze wyizolowane mikroorganizmy byty zdolne do wytwarzania
specyficznych enzymoéw zewnatrzkomorkowych umozliwiaja-
cych rozklad LDPE.
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Rys. 3. Wzrost szczepéw wyizolowanych z kompostu na
podiozu zwierajacych 0,01% LDPE jako jedynego zrodia wegla
Zrédto: opracowanie whasne.
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Zastosowanie frakcjonowania pianowego
i wodnej ekstrakcji dwufazowej
do oczyszczaniaC-fikocyjaniny
z Thermosynechococcus PCC 6715
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C-fikocyjanina (C-PC) bedaca kompleksem biatkowo-pigmen-
towym o charakterystycznym intensywnie niebieskim zabar-
wieniu, nalezy do grupy fikobiliprotein, ktére biorg udziat
w procesie fotosyntezy (Pagels i in., 2019:422-443). C-PC znajduje
szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycz-
nym oraz w medycynie, gdyz wykazuje wlasciwosci przeciwza-
palne, antynowotworowe i przeciwutleniajace. Tu podstawowe
znaczenie ma stopien czystosci produktu, definiowany jako
stosunek absorbancji przy dwodch diugosciach fali wynosza-
cych 6201 280 nm (A, /A, ). Dzieli on C-PC na trzy gtowne kla-
sy: spozywcza — czystos¢ w zakresie 0,7-3,9, reaktywna — >3,9
i analityczna — >4,0 (Brido i in., 2020:1129-1140). W innej klasy-
fikacji C-PC o czystosci wynoszacej 0,5-1,5 jest zaliczana jako
barwnik spozyweczy, 1,5-2,5 — barwnik kosmetyczny, 2,5-3,5 -
biomarker, a powyzej 4 do zastosowan medycznych (da Silva
Figueiraiin., 2018:1117-1128). Z tego wzgledu procesy separacji
oraz oczyszczania (downstream processing, DSP) maja kluczowe
znaczenie w produkcji C-PCi szacuje sig, ze stanowia one ok. 50-80%
kosztow calego procesu (da Silva Figueira i in., 2018:1117-1128).
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Celem pracy byto zbadanie mozliwosci zastosowania dwoch
niestandardowych metod DSP: frakcjonowania pianowego oraz
wodnej ekstrakcji dwufazowej, dla uzyskania zatezonego pro-
duktu o jak najwyzszym stopniu czystosci. Roztwor badany uzy-
skiwano w wyniku dezintegracji biomasy cieptolubnego szczepu
cyjanobakterii Thermosynechococcus PCC6715C, otrzymywanej
z hodowli bioreaktorowej. Thermosynechococcus sa gtdéwnym
zrodtem dwoch rodzajow fikobiliprotein: termostabilnej C-PC
oraz allofikocyjaniny (A-PC) cechujacej si¢ niebiesko-zielona
barwa.

Frakcjonowanie pianowe (foam fractionation, FF) jest jedna
z metod separacji pecherzykowej, wykorzystujaca zjawisko pie-
nienia si¢ roztworu zawierajacego sktadniki powierzchniowo
-czynne m.in. biatka, ktoére podczas procesu migruja do granicy
faz ciecz-gaz (Burghoff, 2012:126-137). Proces prowadzono na
stanowisku opisanym w (Antecka i in., 2022:108-563). W wodnej
ekstrakcji dwufazowej (Aqueous Two Phase Extraction, ATPE)
mechanizm oparty jest na selektywnym rozpuszczaniu sie separo-
wanej substancji w fazach uktadu. Do oczyszczania C-PC stosuje
sie gtownie uktad polimer-sdl, gdzie C-PC wykazuje powino-
wactwo wobec fazy polimerowej (Nascimento i in., 2020:345-349).
Proces prowadzono w kolbach ekstrakcyjnych (Antecka i in.
2022:108-563) w kilku uktadach z zastosowaniem glikolu poliety-
lenowego o roznych masach czasteczkowych oraz soli fosforanowej
lub cytrynianu sodu. Dodatkowo podjeto prébe potaczenia obu
metod, wykorzystujac do ATPE kondensat po FF. Na wykresach
przedstawiono wybrane wartosci stopni oczyszczenia (rysunek 1A)
oraz wspolczynnikéw podziatu C-PC (rysunek 1B) otrzymane
podczas réznych wariantéw prowadzenia obu procesow.
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Rys. 2. Odzyski fikobiliprotein w uktadach
PEG6000-fosforan (A) i PEG6000-cytrynian (B)
Zrédto: opracowanie whasne.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze obie badane metody FF oraz
ATPE moga by¢ wykorzystane do oczyszczania C-PC, chociaz
ATPE skutkuje wyzszymi wartosciami stopni oczyszczenia i wspodt-
czynnikdw podziatu. Odkryto, ze przy potaczeniu obu metod
(zastosowaniu ATPE do kondensatu po FF) uzyskuje si¢ rozdziat
fikobiliprotein, tj. A-PC zateza si¢ w dodatkowej fazie polime-
rowej, ktérag mozna tatwo oddzieli¢ od fazy polimerowej, gdzie
zatezona jest C-PC. Oznacza to, ze polaczenie FF i ATPE daje
mozliwo$¢ rozdziatu fikobiliprotein.

Bibliografia

Antecka A., Klepacz-Smétka A., Szelag R., Pietrzyk D., Ledakowicz S.,
(2022), Comparison of three methods for thermostable C-phycocyanin separation
and purification, “Chemical Engineering and Processing - Process Inten-
sification”, vol. 171, s. 108-563.

126



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

Bridao V.B., Sbeghen A.L., Colla L.M., Castoldi V., Seguenka B.,
de Schimidt G.O., Costa J.A.V., (2020), Is downstream ultrafiltration eno-
ugh for production of food-grade phycocyanin from Arthrospira platensis?,
“Journal of Applied Phycology”, vol. 32, s. 1129-1140.

Burghoff B., (2012), Foam fractionation applications, “Journal of Bio-
technology”, vol. 161, s. 126-137.

da Silva Figueira F., Moraes C.C., Kalil S.]J., (2018), C-phycocyanin
purification: Multiple processes for different applications, “Brazilian Journal
of Chemical Engineering”, vol. 35, s. 1117-1128.

Nascimento S.S., Santos V.S.V., Watanabe E.O., de Souza Ferreira J.,
(2020), Assessment of the purification of phycobiliproteins in cyanobacteria
through aqueous two-phase systems with different proportions of PEG/salt,
“Food and Bioproducts Processing”, vol. 119, s. 345-349.

Pagels F., Guedes A.C., Amaro,H.M.,, Kijjoa A., VasconcelosV., (2019),
Phycobiliproteins from cyanobacteria: Chemistry and biotechnological appli-
cations, “Biotechnology Advances”, vol. 37, s. 422—443. Badanie kinetyki
degradacji polimeréw pochodzenia biologicznego w glebie w warun-
kach naturalnych

127



XIV OGOLNOKRAJOWA KONFERENCJA NAUKOWA
POSTEPY INZYNIERII BIOREAKTOROWE]
Konopnica, 25-27 Wrzesien 2023

Badanie kinetyki degradacji polimerow
pochodzenia biologicznego w glebie
w warunkach naturalnych
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Wiekszo$¢ tworzyw sztucznych jest produkowanych z ropy nafto-
wej. Klasyczne tworzywa sztuczne charakteryzujg si¢ dobrymi
wlasciwosciami, ale niestety dluga akumulacjqa w Srodowisku.
Pewna czes$¢ tworzyw sztucznych jest niezagospodarowana, po-
wodujac zanieczyszczenie srodowiska [Slezak i in., 2023:161-401].
Tworzywa pochodzenia biologicznego sa alternatywa dla kon-
wencjonalnych tworzyw sztucznych. Na szybkos¢ degradacji
maja wplyw warunki biotyczne, abiotyczne oraz wilasciwosci
polimeru [Polman i in., 2021:141-953].

Biotyczne czynniki sa zwigzane z mikroorganizmami, ktdére
majastycznos¢zdegradowanym polimerem. Dokladne okreslenie
biotycznych czynnikow jest utrudnione ze wzgledu na duza roz-
norodnos¢ mikroorganizméw w danym srodowisku. Abiotyczne
czynniki sa zwiazane z warunkami na jakie sa wystawione two-
rzywa sztuczne, np. warunki pogodowe (temperatura, wilgot-
nos¢), wlasciwosci gleby (pH, makro- i mikroelementy, tekstu-
ra gleby). Najbardziej popularnymi tworzywami pochodzenia
biologicznego sa polilaktyd (PLA), a takze bursztynian polibuty-
lenu (PBS). W celu poprawy wlasciwosci polimeréw pochodze-
nia biologicznego (przejrzystos¢, biodegradacja) oraz obnizenia
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kosztow produkgji, do polimeréw dodaje sie inne polimery i/lub
zwiazki mineralne. Biodegradacja w glebie w warunkach natural-
nych jest zlozonym procesem i najmniej przebadanym. Celem pracy
jest okreslenie kinetyki degradacji prob w postaci folii wykona-
nych z polimeréw pochodzenia biologicznego z dodatkami.

Badania przeprowadzono dla trzech préb folii oznaczonych
BPE-AMEF-PLA, BPE-RP-PLA i BPE-SP-PBS. Pierwsza prdba
(BPE-AMEF-PLA) zawierala PLA (70-80%), politereftalan ady-
pinianu butylenu (PBAT) (10-20%) oraz plastyfikator (1-2%).
Druga proba (BPE-RP-PLA) zawierata PLA (70%) i zwiazki mi-
neralne (30%), a trzecia (BPE-SP-PBS) PBS (85-90%) oraz zwiazki
mineralne (<15%). Doswiadczenia degradacji prob folii w glebie
w warunkach naturalnych przeprowadzono na dwdéch polach
rolniczych oznaczonych A i B w Straszkowie (wie$ w gminie Kloda-
wa) przez okres 24 miesiecy. Proby folii o wymiarach 110 x 100 mm
zostaly zakopane w glebie na glebokos¢ okoto 10 cm. Po 3, 6, 12,
18 i 24 miesigcach procesu degradacji proby byly wykopywane
i poddawane analizom. Przed okresleniem ubytku masy proby
przemywano w wodzie, a nastepnie suszono w 30°C do stalej
masy. Podczas degradacji prob w glebie zbierano dane pogodo-
we z najblizszej stacji meteorologicznej potozonej w Kole. Przed
rozpoczeciem badan na polach oznaczonych A i B, przeprowa-
dzono analize gleby okreslajac pH, zawartos¢: C, N, P, K, Mg,
Ca, S, B, Mn, Cu, Zn, Fe-oraz teksture gleby.

W celu okreslenia kinetyki degradacji obliczono ubytek masy
na podstawie réwnania (1):

mo —mg

ubytek masy = 100, (1)

my
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gdzie: m - masa proby przed zakopaniem (g), m, — masa proby
po czasie degradacji t (rok). W opisie kinetyki degradacji przy-
jeto, ze ubytek masy proby jest proporcjonalny do powierzchni
proby S (m?) i statej szybkosci degradacji k (kg's*-m=) (2):

dm

= kS, (2)

Zakladajac, ze degradacja zachodzi tylko na powierzchni pta-

skiej polimeru, to szybko$¢ degradaciji jest proporcjonalna do S.
Dzielac statg szybkosci (k) przez gestos¢, otrzymano wiasciwa
szybko$¢ degradaciji (k,) z jednostka m's™. Z przyjetych zatozen
wynika, ze ubytek masy badanej proby jest zwigzany ze zmniej-
szeniem grubosci folii (3):

_ngzkd.p .S (3)

Po scatkowaniu réwnania (3) i przeksztatceniach otrzymano
rownanie (4):

Mme _ Mo _ o
o5 ky-t. 4)

Wyrazenie m p! S' w réwnaniu (4) umozliwia obliczenie
$redniej grubosci folii na podstawie jej masy. Wlasciwa szybkos¢
degradadji (k) dla badanych prob obliczano z nachylenia prostej
(rysunek 1).
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Rys. 1. Zmiany grubosci foli BPE-RP-PLA podczas
degradacji na polu A
Zrédto: opracowanie whasne.

Wartosci wlasciwej szybkosci degradadji (k) po 24 miesigcach de-
gradacji przedstawiono w tabeli 1. Na podstawie przeprowadzonych
obliczen mozna zaobserwowag, ze najszybciej (11,4 pm-rok™) de-
graduje sie folia BPE-SP-PBS. Natomiast najwolniej (<0,33 pm-rok™)
folia oznaczona BPE-AMF-PLA. Nalezy zaznaczy¢, ze proba
BPE-AMEF-PLA ma by¢ wykorzystana jako folia Sciétkowa i nie
moze ulegac zbyt szybkiej degradacji. Najwigksze rozbieznosci
szybkosci degradacji pomiedzy poszczegélnymi polami zaob-
serwowano dla proby BPE-RP-PLA.

Tab. 1. Wtasciwa szybkosc¢ degradadji (k,) badanych materiatow
po 24 miesigcach degradacji

Pole A B
Préba BPE- BPE- BPE- BPE- BPE- BPE-
AMEF- RP- SP- AMEF- RP- SP-
PLA PLA PBS PLA PLA PBS
K, (um rok™) 0,24 0,81 11,8 0,32 2,84 10,9
R™2 0,71 0,95 0,95 0,70 0,90 0,95

Zrédto: opracowanie whasne.
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Badania wykonano w ramach projektu Bio-Plastics Europe EU Project
(Horizon 2020, grant agreement no. 860407 ).
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Badanie hydrotermicznej karboniacji
opadéw kuchennych
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Wraz ze wzrostem cywilizacyjnym roénie ilos¢ generowanych
odpadéw komunalnych. W zaleznosci od miejsca produkgji, jak
rowniez sezonu w odpadach komunalnych znajduje sie od 15
do 45% odpadow kuchennych. Odpady te charakteryzuja sie
wysoka zawartoscig wilgoci od 70 do 90% [Zhang i in., 2005].
Dotychczas odpady te byly zagospodarowywany w procesach
biochemicznych, takich jak kompostowanie, czy tez fermentacja
beztlenowa. Przy czym proces kompostowania nie jest mocno
rozwiniety ze wzgledu na brak chetnych podmiotéw do wyko-
rzystania powstajacego kompostu. Natomiast proces fermentacji
odpadow kuchennych jest utrudniony ze wzgledu na matq liczbe
biogazowni, zwigzanych z mata dochodowoscia tych instalacji.
Obecnie poszukuje si¢ nowych metod zagospodarowania tego
typu odpaddw. Jedna z takich metod jest proces hydrotermicz-
nej karbonizacji (HTC). Jest to jedyny proces termochemiczny,
ktory dopuszcza duza zawartos¢ wody w substracie [Le i in.,
2022:127-958]. W wyniku zachodzacego procesu otrzymujemy
karbonizat, ciecz oraz gaz. Powstaty karbonizat charakteryzuje
sie tym, ze mozna go w tatwy sposdb wydzieli¢ z cieczy i moze
by¢ wykorzystany, jako dodatek do gleby lub w procesie spalania.
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Ciecz powstala w procesie HTC charakteryzuje si¢ duza rézno-
rodnoscia zwiazkdéw, przy czym w cieczy wystepuja lotne kwasy
organiczne, takie jak: kwas octowy, propionowy oraz mastowy,
ktore moga by¢ wykorzystane do produkcji metanu. Natomiast
gaz powstaje w najmniejszej ilosci, a takze zawiera gtownie CO,.
Celem pracy jest okreslenie wydajnosci produkcji karbonizatu,
cieczy oraz gazu w roznej temperaturze i czasie przebywania
mieszaniny reakcyjnej w reaktorze.

Badania przeprowadzono przy uzyciu reaktora 4563M z jed-
nostka sterujaca 4842 firmy Parr o objetosci 0,6 dm?®. Jako substrat
wykorzystano wysuszone odpady kuchenne, ktdére byty rozdro-
bione w miynku Pulverisette 15 firmy Fritzsch do wymiaréw po-
nizej 1 mm. Do reaktora dodawano 40 g suchej masy odpadow
oraz 360 g wody destylowanej. Badania przeprowadzono
w temperaturach: 180°C (czas przebywania — 0,5 oraz 3,5 go-
dziny), 215°C (2,0 godziny), a takze 250°C (0,5 i 3,5 godziny).
Podczas prowadzenia procesu, szybkos¢ mieszania wynosita
400 rpm. W rektorze panowalo cisnienie wynikajace z preznosci
pary w danej temperaturze oraz powstajacych produktéw gazo-
wych. Po zakonczeniu procesu reaktor szybko chtodzono. Okre-
slano ilos¢ oraz sktad powstatego gazu (H,, CH,, CO oraz CO,
— chromatograf gazowy 8610C, SRI Instrument, kolumna: sito
molekularne i zel krzemionkowy, detektor TCD) po procesie
HTC. Nastepnie oznaczano zawarto$¢ powstatego karbonizatu
metoda wagowa. Powstaly karbonizat poddano analizie termo-
grawimetrycznej (termowaga TGA/SDTA 851eLF, Mettler Toledo,)
i elementarnej (analizator NA 2500CE, Instrument,) oraz procesowi
spalania (termowaga TGA/SDTA 851eLF, Mettler Toledo). W cieczy
mierzono pH (pH 540, WTW), ogélny wegiel organiczny, azot
(analizator C i N w cieczy IL550 TOC-TN, Lachat Instruments)
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oraz lotne kwasy organiczne (chromatograf gazowy CP 3800,
Varian, kolumna BP21, detektor FID).

Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze
zwiekszenie temperatury powodowato zmniejszenie wydajnosci
produkcji karbonizatu. W temperaturze 180°C zaobserwowano
wzrost wydajnosci produkgji karbonizatu z 47,0 do 51,2% dla
czasu przebywania odpowiednio 0,5 i 3,5 godziny. Natomiast
w temperaturze 250°C wzrost czasu przebywania z 0,5 do 3,5
godziny spowodowat zmniejszenie wydajnosci produkcji karbo-
nizatu z 46,3 do 44,2%. Na podstawie analizy technicznej zaob-
serwowano, ze ze wzrostem temperatury i czasu przebywania
zmniejsza si¢ zawarto$¢ czesci lotnych i wzrasta zawartosé we-
gla w karbonizacie. Analiza elementarna wykazata, ze wzrost
temperatury i czasu przebywania powodowal zwigkszenie
zawartosci wegla w karbonizacie oraz zmniejszenie zawartosci
tlenu w probie. Podczas analizy termograwimetrycznej karboni-
zatéw zaobserwowano, ze wzrost temperatury i czasu przeby-
wania powodowatl zmniejszenie temperatury, w ktorej zachodzit
najwigkszy ubytek masy proby.

Na podstawie analizy cieczy po procesie stwierdzono, ze
wzrost temperatury przyczyniat si¢ do zwigkszenia pH (o okoto
15.5%), a czas przebywania w reaktorze do zmniejszenie pH
o $rednio 2.7%. Zwigkszenie temperatury i czasu przebywania
spowodowato zmniejszenie zawartosci wegla oraz azotu w cie-
czy po procesie hydrotermicznej karbonizacji. Podczas analizy
lotnych kwasow organicznych zaobserwowano, ze w ponad 90%
dominujacym kwasem byt kwas octowy. Zwiekszanie tempe-
ratury i czasu przebywania powodowalo zwigkszenie stezenia
kwasu octowego w cieczy po procesie.
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Analiza gazu wykazata, Ze w produkowanym gazie ponad 98%
stanowit CO,. Zarowno wzrost temperatury i czasu przebywania
w reaktorze powodowal wzrost ilosci produkowanego gazu
w procesie hydrotermicznej karbonizacji.

Badania przeprowadzono w ramach projektu Badanie mechanizmu
i kinetyki zintegrowanych procesow fermentacji ciemnej i hydrotermicznej
karbonizacji mokrych odpadow spozywczych (nr. projektu: 2021/43/B/
ST8/00298) finansowanego przez Narodowe Centrum Badan.
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Mechanical pretreatment of lignocellulosic
biomass toward enzymatic/fermentative
valorization'

C. Arce, L. Kratky

Czech Technical University in Prague, Faculty of Mechanical Engineering,
Department of Process Engineering, Technicka 4, 166 07 Prague 6, Czech Republic

Abstract

Lignocellulosic biomass (LCB) has the potential to replace fossil
fuels, thanks to the concept of biorefinery. This material is formed
mainly by cellulose, lignin, and hemicellulose. To maximize the
valorization potential of this material, LCB needs to be pretreated.
Milling is always performed before any other treatments. It does
not produce chemical change and improves the efficiency of the
upcoming processes. Additionally, it makes LCB easier to handle
and increases bulk density and transfer phenomena of the next
pretreatment step. However, this treatment is energy consuming,
so it needs to be optimized. Several mills can be used, and the
equipment selection depends on the characteristics of the mate-
rial, the final size required, and the operational regime: continu-
ous or batch. Among them, ball, knife, and hammer mills are the
most used at the laboratory scale, especially before enzymatic

' Arce c., Kratky L., (2022), Mechanical pretreatment of lignocellulosic biomass
toward enzymatic/fermentative valorization, “iScience”, vol. 25, wyd. 7, s. 104610,
full version of the article: iScience 25, 104610, July 15, 2022; https://doi.
org/10.1016/j.isci.2022.104610.
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or fermentative treatments. The continuous operational regime
(knife and hammer mill) allows us to work with high volumes
of raw material and can continuously reduce particle size, unlike
the batch operating regime (ball mill).

This review recollects the information about the application
of these machines, the effect on particle size, and subsequent
treatments. On the one hand, ball milling reduced particle size
the most; on the other hand, hammer and knife milling con-
sumed less energy. Furthermore, the latter reached a small final
particle size (units of millimeters) suitable for valorization.
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40 years of scientific cooperation
with prof. S. Ledakowicz

H.J. Kahle
University of Oldenburg, Germany

My acquaintance with Dr. Ing. Stanislaw Ledakowicz (S.L.), who
came to the University of Oldenburg as a holder of the presti-
gious scholarship of Alexander von Humboldt Foundation in
1982, when I, being PhD student, started to attend the Seminar
of Professor W-D. Deckwer’s research group. Dr S.L. was then
dealing with the Fischer-Tropsch process in a slurry reactor.
My dissertation concerned a device for measuring the oxygen
consumption of activated sludge. At that time, there was no
function of assistant promoter, which was de facto performed by
Dr Ing. Stanislaw Ledakowicz. Thanks to my cooperation with
him we were able to develop a simple mathematical model
for this process. In addition to contacts at the university, we
developed closer social relationships through joint excursions
and family meetings. In addition to my doctoral work, I was
involved in waste management problems, which resulted in
a patent for the quantification of household waste charges,
which was further implemented in Sulo Company. This subject
of household waste management dominated our future scienti-
fic cooperation, which was continued by Prof. S.L. together with
Prof. Liliana Krzystek. In 1993 Prof. S.L. won a competition for
the post of professor of chemical technology and biotechnology
at the Technical University Bergakademie Freiberg, and in the
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meantime Lausitzer Naturkundliche Akdemie LANAKA e.V.
in Cottbus was founded. S.L. Professor TU Bergakademie
Freiberg was offered the position of president and in a secret
ballot he was elected to this honorable position In the 1990s,
scientific contacts between Poland and Germany were revived
and one of the first scientific networks to be established at
that time was INCREASE a scientific network between Polish
and German scientific institutions dealing with environmental
protection and energy consumption, in which we formed the
scientific cooperation pair TU Lodz - LANAKA. This cooperation
was sponsored by the Polish KBN and the German BMBF On the
German side, the INCREASE was chaired by Prof. A. Gorak from
the TU Dortmund and on the Polish side by Prof. J. Buzek from
the Institute of Chemical Engineering of the Polish Academy
of Sciences in Gliwice, and after his appointment as Prime
Minister of the Republic of Poland, his place was taken by Prof.
S. Ledakowicz. The activities of INCREASE have contributed
to many more lively contacts between LANAKA e.V. and the
Department of Bioprocess Engineering at the TU Lodz.

The presentation will include numerous photographs and
documents of our scientific and technical cooperation and the
already 40-year friendship between Polish and German scientists.
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