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1. Zakres prowadzonych badan

Zakres prowadzonych badan obejmowat izolacje, charakterystyke i identyfikacje
mikroorganizméw celulolitycznych, by tuj acych w osadzie $ciekowym. Osad $ciekowy stuzgcy
do izolacji mikroorganizmoéw, poddawany byl obrébee z wykorzystaniem wyizolowanych
weze$niej mikroorganizmdw, celem oceny takiego rodzaju biologicznej metody hydrolizy
jako metody intensyfikacji rozkladu materii organicznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem

celulozy, oraz intensyfikacji fermentacji metanowej.
2. Cel badan

Celem prowadzonych badan byta weryfikacja mozliwosci wykorzystania autochtoniczny ch
bakterii i grzybow celulolitycznych do intensyfikacji produkcji biogazu na skutek biologicznej
hydrolizy materii ~organiczne] badanych osadow, a Ww szczegolnosei  celulozy.
Badania mialy na celu oceng zastosowania mikroorganizméw juz obecnych w osadzie
sciekowym oczyszczalni jako sposobu na nisko kosztowe 1 przyjazne $rodowisku wsparcie
hydrolizy trudno rozkladalnych substancji organicznych i wynikajaca z tego intensyfikacjg

produkeji biometanu.
3. Hipoteza badawcza

Postawiona hipoteza badawcza zaklada, ze zwickszenie ilosci mikroorganizmow
autochtonicznych w osadzie $ciekowym, wplynie pozytywnie na rozkiad materii organicznej
i produkcje biogazu. Mikroorganizmy obecne w danym srodowisku posiadaja zdolnosci
do funkcjonowania i namnazania, na skutek efekty wnego wykorzystania dostgpne materit
jako zrodlo pozywienia. Nadmierna ilog¢ celulozy w suchej masie przefermentowanych
osadéw wskazuje na nieefektywne wykorzystanie tego polimeru przez mikroorganizmy.
W zwiazku z tym, wprowadzenie do osadu wezeénigj wyizolowanych z tego srodowiska
mikroorganizméw moze wplynaé pozytywnie na efektywniejszg degradacje celulozy,
zmniejszajac ilo$é suche) masy organicznej w przefermentowanych osadach, zwiekszajac ilos¢
produkowanego metanu pOprzez poprawe rozkladu ztozonych substancji organicznych

oraz zmniejszy¢ ilosé przefermentowanych osaddw sciekowych w ogdle.
4. Opis przedmiotu badan

Obiekt badawczy stanowily osady $ciekowe pobierane z Centralnej Oczyszczaln Sciekéw
w Gliwicach. Do badan wykorzystywane byly osady zmieszane, trafiajgce do komory

fermentacyjnej oraz osad juz fermentowany w Wydzielonej Komorze Fermentacyjnej (WKF).



Mikroorganizmy celulolityczne izolowane byly z osaddw pobieranych z WKF jako $rodowiska,
w ktorym mikroorganizmy te powinny wystepowaé, oraz by¢ zdolne do efektywnej degradacji
z celulozy w zadanych warunkach. Efektywnosé degradagcji celulozy przez wyizolowane
mikroorganizmy i produkowane przez nie enzymy byla weryfikowana z wykorzystaniem

osadow $ciekowych trafiajacych do WKF.
5. Giowne wyniki 1 wnioski

Prowadzone badania zaktadaly weryfikacje mozliwosci wykorzystania mikroorganizmow
celulolitycznych bytujacych  w osadzie $cickowym, a wiec grzybow i bakterii.
Oceng wplywu biologicznej hydrolizy osadéw sciekowych z wykorzystaniem grzybow opisano
w Publikacji 2. Podczas prowadzonych badan wyizolowanych zostato 12 szczepow
celulolitycznych grzybow mikroskopijnych. 5 z nich zdolnych bylo do wzrostu i degradacji
celulozy w warunkach beztlenowych i1 tlenowych. Wszystkie z nich nalezaly do rodzaju
Aspergillus. Wyizolowane grzyby testowane byly pod katem efektywnej degradacji celulozy
czystej, na tej podstawie wybrany zostat jeden szczep do oceny degradacji celulozy w osadzie
$ciekowym i intensyfikacji produkgcji metanu. Na rysunku 1 przedstawiono przebieg produkcji
metanu z wykorzystaniem badanego szczepu, grzyba  Aspergillus  terreus SO,
oznaczanego jako G3. Zaszczepienie osadu Sciekowego grzybem Aspergillus terreus S011- G3
wplynelo na intensyfikacje produkeji biometanu o 11% w poréwnaniu z osadem niepoddanym
obrébee. Na rysunku 2 przedstawiono stopier degradacji celulozy w osadzie po dodaniu grzyba

G3 oraz bez obrobki.
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Rys. 1 Poréwnanie produkcji biometanu dla osadu zaszczepionego grzybem G3-

Aspergillus terreus i osadu niepoddanego obrobce.
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Rys. 2 Procentowy ubytek celulozy na skutek zaszczepienia osadu sciekowego grzybem

G3- Aspergillus terreus SO11.
Efektywnos¢ degradacji celulozy w osadzie $ciekowym wyniosta 6,7%.

Izolacja czystych szczepow bakterii celulolitycznych byla znacznie trudniejsza,
w poréwnaniu z izolacjg celulolitycznych grzybow. Poczatkowo izolacja prowadzona byta
z wykorzystaniem wybidrczego podioza, w ktorym jedynym zrodlem wegla byla
karboksymetyloceluloza sodowa. Wskaznikiem degradacji celulozy na podiozu byt barwnik
Czerwien Kongo. Kazdorazowa proba izolacji czystego szczepu, od posiewu do wzrostu trwafa
okolo miesiac lub nie obserwowano Wzrostu. Pasazowanie bakterii na nowe podloze state
prowadzito do utraty zdolnosci do rozktadu celulozy w postaci karboksymetylocelulozy
sodowej na podlozu statym. W Publikacji 4 opisana zostala ponowna préba izolacji
autochtonicznych bakterii celulolitycznych. Zostala ona przeprowadzona z wykorzystaniem
plynnego medium, w ktérym srodtem celulozy ponownie byta karboksymetyloceluloza
sodowa. Wielokrotny pasaz w plynnym srodowisku, pozwolit na izolacj¢ mieszanej hodowli
bakterii celulolitycznych. Niemozliwa byla jednak izolacja pojedynczej kultury na podiozu
stalym, ze wzgledu na ponownie obserwowang utratg wlasciwosci  celulolitycznych.
Mieszana hodowla bakterii, funkcjonujaca w podlozu ptynnym, w ktérym jedynym zrodiem
wegla byla karboksymetyloceluloza sodowa zostala zidentyfikowana za pomocy
Sekwencjonowania Nastepne] Generacji (ang. Next-Generation Sequencing, NGS).
Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano, ze W mieszaninie znajduja si¢ bakterie
scharakteryzowane jako celulolityczne, jak rowniez wiele innych, zdolnych do rozktadu innych
substancji organicznych. Sktad mieszanej hodowli bakterii przedstawiono na rysunku 3.
Sekwencje, ktore stanowily mniej niz 1% spotecznosci, zostaly zgrupowane w kategorii

,,Others™.
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Rys. 3 Sekwencje, ktore stanowily mniej niz 1% spolecznosci, zostaly zgrupowane w

kategorii ,,Others”.

Bakterie obecne w mieszanej kulturze wykazujg pewne podobienstwa, np. wykorzystuja do
swoich procesdw weglowodany lub efektywnie przeksztalcaja kwasy tluszczowe.
W mieszanej hodowli podobne wlasciwosci posiadaja bakterie wystepujace obficie w osadzie,
jak i przedstawiciele najmniej licznych grup. Poniewaz bakterie o mnigjsze) liczebnosci
maja podobne zdolnosci do bakterii o wiekszej liczebnosci, ich obecno$¢ w mieszaninie
do izolacji enzyméw sugeruje, ze nadal istnigje mozliwosé ich wzrostu i posiadania pewnych
sktadnikéw odzywezych, Ponadto wickszo$¢ zidentyfikowanych mikroorganizméw nie jest
écisle celulolityczna, ale beztlenowa i zdolna do rozktadu réznych zwiazkéw organicznych.
To wskazuje, ze ich obecno$é w mieszanej kulturze 1 wytwarzane przez nie enzymy moga

wspomagaé proces hydrolizy poprzez rozktad réznych zwiazkow organicznych.

Te wyniki pozwolity na wysuniecie wniosku, ze badane autochtoniczne bakterie
celulolityczne nie s3 w stanie efektywnie samodzielnie degradowa¢ celulozy,
a moga robi¢ to jedynie w konsorcjum, wspierane przez inne bakterie.

Dlatego, kolejne kroki realizowane byly z wykorzystaniem mieszanej hodowli bakterii.

Zaréwno grzyby, jak i mieszang hodowle bakterii testowano pod katem mozliwosci
przechowywania. Mikroorganizmy byly mrozone 1 liofilizowane.
Zaobserwowano, ze mozliwe jest przechowywanie zamrozonych 1 liofilizowanych grzybow,
jednak te same procedury powodowaly utrate wlasciwosci celulolitycznych bakterii.
W zwiazku z tym, do kolejnych badan wykorzystane zostaly enzymy wyizolowane z mieszane)



hodowli autochtonicznych bakterii celulolitycznych. Izolowane enzymy badane byly
W odniesieniu do komercyjnej mieszanki enzy mow celulolitycznych.
Dla badanych enzyméw przeprowadzona zostata réwniez immobilizacja, z wykorzystaniem
wegla aktywnego jako nosnika (Publikacja 3, 4, 5). Przeprowadzone badania wykazaty,
ze zarOGwno wykorzystanie wyizolowanych grzybow celulolitycznych,
jak i izolowanych enzyméw wplywa na intensyfikacje  produkcji  metanu.
Oceniono réwniez brak utraty efektywnosci dziatania izolowanych —enzymow

immobilizowanych i nieimmobilizowanych po roku przechowywania w temperaturze 4°C.

Mimo latwiejszej izolacji i przechowywania autochtonicznych grzybow celulolitycznych,
szczegbtowe badania przeprowadzone z wykorzystaniem bakterii 1 izolowanych przez nie
enzyméw. Glowng przyczyna byta mozliwo$¢ zastosowania tego rozwigzania w przemysle,
jak 1 mniejsze zagrozenie dla czlowicka, jakie niesie za sobg praca z grzybami
mikroskopijnymi, zaréwno w laboratorium, jak i w skali przemystowe.
W zwiazku z tym, w osadzie poddanym enzymatycznej obrobce z wykorzystaniem
izolowanych i komercyjnych, immobilizowanych i nieimmobilizowanych enzymow
weryfikowane byly réwniez zmiany w parametrach fizykochemicznych, takich jak stezenie
azotu ogolnego, azotu amonowego, lotnych kwasow tluszczowych 1 chemicznego
zapotrzebowania na tlen. Podobnie jak w przypadku badan prowadzonych dla grzybow,
weryfikowana  byla  réwniez  degradacja celulozy 1  produkcja  metanu.
Na rysunku 4 i 5 przedstawiony zostal przebieg produkcji metanu, natomiast tabela 1
przedstawia procentowa degradacje celulozy w badanym osadzie Sciekowym,

podczas testu produkcji biogazu.



Produkcja metanu z dodatkiem enzymow immobilizowanych
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Rys. 4 Wplyw biologicznej obrébki osaddéw sciekowych, z wykorzystaniem enzymow

immobilizowanych na weglu aktywnym.

Produkcja metanu z dodatkiem enzymoéw nieimmobilizowanych
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Rys. 5 Wpltyw biologicznej obrobki osadow sciekowych z wykorzystaniem enzymow

nieimmobilozowanych.

Zaszczepienie osadu $ciekowego enzymami immobilizowanymi i nieimmobilizowanymi,
zaréwno komercyjnymi jak i izolowanymi wplynelo na intensyfikacje produkeji biometanu.
Zaréwno w przypadku enzyméw immobilizowanych jak i nieimmobilizowanych najwyzsza
produkcje biometanu uzyskano z osadu z dodatkiem enzyméw komercyjnych.

Wzrost potencjatu metanowego po 15 dniach testu wynosit: 18,9% dla enzymow izolowanych



immobilizowanych oraz  27% dla enzymow komercyjnych immobilizowanych.
W przypadku sastosowania samego wegla aktywnego, réwniez wykorzystywanego
w badaniach do intensyfikacji produkcji biogazu, procent wzrostu potencjalu metanowego
wynosit 6,75%. Dla osadéw poddawanych dzialaniu enzymoéw nieimmobilizowanych,
wzrost potecjalu metanowego wynosit 21,7% dla enzymow izolowanych, a 43% dla enzymow

komercyjnych.

Oceniony zostal rowmez wplyw obecnosci enzymow izolowanych 1 komercyjnych,
immobilizowanych i nieimmobilizowanych na skad konsorcjum mikroorganizmow osadu
écickowego. Analiza wykazata brak znaczacych zmina w skladzie konsorcjum w badanym

czasie.

Tab. 1 Stezenie celulozy okreélone przed 1 po tescie potencjalu metanowego (AMPTS)
dla inokulum (osadu pobranego z komory fermentacyjnej) oraz mieszanki zaggszczonego
osadu wstgpnego 1 osadu nadmiernego, poddanego dziataniu enzymow immobilizowanych
| nieimmobilizowanych: izolowanych i komercyjnych. I — inokulum, 10 —w czasie ,,07, INE -
po AMPTS, S8 - osad zmieszany, IE — enzymy izolowane, CE — enzymy komercyjne, carb —
wegtel aktywny.

Stezenie celulozy (% TS)
Typ badanego materiatu Enzymy Enzymy
immobilizowane nieimmobilizowane

10 31.20+3.63 30.52+0.81
INE 28.28+1.84 28.61+0.33
I+SS 29.93+0.69 27.53+1.94
I+SS+IE 28.09+1.92 22.58+0.75
+SS+CE 28.87+0.96 27.98+0.79

I+carb 27.88+1.0 -
I+IE 28.17+3.38 29.64+2.63
I+CE 11.21+0.37 28.56+0.88




Ponizej wypunktowane zostaly glowne wnioski, wysunigte w trakcie i po zakonczeniu badan

w ramach prowadzonych prac:

- mozliwe jest wyizolowanie pojedynczych szczepow celulolitycznych z osadu $ciekowego,
jednak ich przechowywanie, poprzez mrozenie, liofilizacje i pasaz prowadzi do utraty

wiasciwosci celulolitycznych lub wydluzenia czasu wzrostu.

- Niektére szczepy celulolityczne tracg réwniez wlasciwoéci po odseparowaniu ich
od innych bakterii, z ktérymi wzrastaly na podtozu statym. Izolacja autochtonicznych bakterii
w podtozu ptynnym z dodatkiem karboksymetylocelulozy, wykazala obecnos¢ celulolitycznych
bakterii, jak réowniez innych szczepéw, ktdre swoja obecnoscia w mieszanej hodowli,

najpewniej wspieraly wzajemnie swoje dziatania.

- Enzymatyczna obrébka osadéw $ciekowych, z wykorzystaniem mieszaniny enzymow
izolowanych z mieszanej hodowli bakteril zdolnych do degradacji celulozy wplywa
na intensyfikacje produkcji metanu, celulozy i poprawe hydrolizy osadow $ciekowych,

prowadzac do mozliwosci skrocenia czasu potrzebnego na fermentacje.

- Wykorzystanie grzybéw mikroskopijnych w postaci strzepek, jako biologicznej metody
obrébki osadow $ciekowych wplywa na intensyfikacje degradacji celulozy i potencjatu

metanowego tych osadow.

- Immobilizacja enzyméw stabilizuje ich dziatanie poprzez wydluzenie dziatania enzyméw
izolowanych i zmniejszenie intensywnosci dziatama w przypadku enzymoéw komercyjnych,
zabezpieczajgc proces przed nadmiernym zakwaszaniem, na skutek zwickszonej produkcji

LKT.

- Zastosowanie enzymatyczne]j obrobki osadow éciekowych z wykorzystaniem enzymow
izolowanych i komercyjnych, w formie immobilizowanej i nieimmobilizowanej w objgtosct
1% suchej masy substratu, nie wplywa w znaczacym stopniu na sktad zbiorowiska bakterii

zasiedlajacych badany osad $ciekowy.

6. Podsumowanie wkladu wlasnego

Wkiad wlasny w pracy doktorskiej obejmuje izolagje, charakterystyke 1 przygotowanie
wyizolowanych mikroorganizméw do identyfikacji. Badania weryfikujace efekt hydrolizy

osadow $ciekowych po zastosowaniu biologiczne; obrébki z wykorzystaniem grzyba



Aspergillus  terreus- (3, oraz immobilizowanych 1 nieimmobilizowanych enzyméw
izolowanych i komercyjnych rowniez  realizowany byt samodzielnie.
Analiza wszelkich uzyskanych wynikéw 1 ich opracowanie stanowita wklad whasny.
Wspblpraca z promotorami stanowila wazny element pracy nad rozpraws, umozliwiajac
efektywne prowadzenie badan 1 planowanie kolejnych krokow bez znaczacych opoznien.
Do dziatan, kiore realizowane byly przy wspotpracy, lub jako zlecenie naleza:
sekwencjonowanie wyizolowanych mikroorganizméw oraz immobilizacja enzymow i analiza

termograwimetryczna TGA.



