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Influence of substrate on fluctuation of lipolytic activity and parame-

ters of activated sludge

S u m m a r y

Lipids are important and burdensome organic constituents of most waste-
water. The amount of lipids in municipal wastewater is approximately 30-40% of
the total organic matter, measured as chemical oxygen demand (COD). Lipids
can form oil films on the surface of activated sludge flocks, preventing the diffu-
sion of oxygen and causing problems in the pumping and aeration systems with
development of filamentous microorganisms. The current practice to improve
the biodegradation of lipids is bioaugmentation, with the addition of microor-
ganisms or enzyme preparations for wastewater treatment.

Influence of substrate on fluctuation of lipolytic activity and parameters of
activated sludge were studied. The activated sludge was bred from biological
uses to bioaugmentation process. Enzymatic activities of activated sludge
formed the schema: first, the maximum of lipolytic activity with respirometric
activity were observed, next, the highest was dehydrogenases activity. It could
be caused by a change of the metabolic path in Pseudomonas fluorescens cells,
which includes replacement of TCA cycle by glyoxylate cycle. This replacement
requires higher metabolic energy, so high lipolytic activity was connected with
respirometric activity. The influence of pH on enzymatic activity of activated
sludge was studied. The most effective method to remain stable pH in the
chamber of reactor (6,5 – 7,0) was buffered inflow with KH2PO4/NaOH.
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1. Wstêp

W wyniku postêpuj¹cego rozwoju cywilizacyjnego, obserwuje siê zwiêkszenie
³adunku zanieczyszczeñ œcieków doprowadzanych do oczyszczalni. Istotny i równo-
czeœnie niezwykle uci¹¿liwy sk³adnik œcieków stanowi¹ lipidy (1). Powoduj¹ one
trudnoœci w eksploatacji oczyszczalni, gdy¿ na skutek osadzania siê w ruroci¹gach
zmniejszaj¹ dro¿noœæ kana³ów (2). Ponadto niekorzystnie wp³ywaj¹ na mikroorgani-
zmy osadu czynnego, bowiem oblepiaj¹c k³aczki, utrudniaj¹ dostêp tlenu i substra-
tów pokarmowych (3). Dodatkowo wysokie stê¿enie lipidów mo¿e stymulowaæ roz-
wój bakterii nitkowatych, które przyczyniaj¹ siê do zjawiska puchniêcia osadu czyn-
nego (4).

Stosowane obecnie metody mechanicznego b¹dŸ chemicznego usuwania lipi-
dów ze œcieków czêsto s¹ ma³o efektywne, a powstaj¹ce osady wymagaj¹ dodatko-
wej utylizacji (5). Z tego powodu szczególn¹ uwagê zwrócono na technologie
oczyszczania wykorzystuj¹ce naturalny potencja³ mikroorganizmów. Rozk³ad lipi-
dów zawartych w œciekach nastêpuje dziêki lipazom wytwarzanym przez mikroflorê
osadu czynnego. Enzymy te katalizuj¹ reakcjê hydrolizy, w wyniku której powstaj¹
m.in. kwasy t³uszczowe wykorzystywane przez mikroorganizmy jako substrat po-
karmowy (6,7).

Zwiêkszenie wydajnoœci osadu czynnego mo¿na uzyskaæ wp³ywaj¹c na jego me-
tabolizm poprzez zastosowanie bioaugmentacji. Proces bioaugmentacji polega na
wprowadzeniu do mikroflory osadu czynnego mikroorganizmów wykazuj¹cych pre-
dyspozycje do rozk³adu lipidów i pozwala na uruchomienie reakcji hydrolizy oraz
�-oksydacji, w wyniku których substancje t³uszczowe przekszta³cane s¹ w zwi¹zki
stanowi¹ce ³atwo dostêpne Ÿród³o wêgla i energii (3,8-11).

Badany osad czynny, wyhodowany z preparatu przeznaczonego do bioaugmen-
tacji, wykazuje wysok¹ aktywnoœæ lipolitycz¹ g³ównie dziêki bakteriom z gatunku
Pseudomonas fluorescens (12,13). Jednak pa³eczki z gatunku Pseudomonas fluorescens

nie wykazuj¹ zdolnoœci do tworzenia k³aczków osadu czynnego, jedynie przy³¹czaj¹
siê do ich powierzchni. Pa³eczki Pseudomonas fluorescens maj¹ szerokoœæ od 0,7 do
0,8 �m i d³ugoœæ od 2 do 3 �m. Wytwarzaj¹ fluoresceinê powoduj¹c¹ œwiecenie
w promieniach UV. S¹ tlenowcami, choæ niektóre szczepy wykazuj¹ zdolnoœæ wyko-
rzystywania azotanów i azotynów jako ostatecznych akceptorów elektronów. Opti-
mum temperaturowe dla bakterii tego gatunku mieœci siê w zakresie 25-30°C
(14,15). Stwierdzono, ¿e takie parametry œrodowiskowe jak temperatura, pH, za-
wartoœæ azotu oraz wêgla, pochodzenie lipidów i stê¿enie tlenu rozpuszczonego
istotnie wp³ywaj¹ na produkcjê lipaz przez komórki mikroorganizmów (16).

Przeprowadzone badania mia³y na celu ocenê wp³ywu substratu na zmiany ak-
tywnoœci lipolitycznej i wybrane parametry osadu czynnego. Zbadano dzia³anie ró¿-
nych kombinacji sk³adu preparowanego dop³ywu oraz podjêto próbê monitorowa-
nia i oszacowania wp³ywu pH w komorze napowietrzania na aktywnoœæ enzyma-
tyczn¹ badanego osadu.
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2. Materia³y i metody

2.1. Osad czynny

Osad do badañ wyhodowano z preparatu o nazwie handlowej PBA 7002.052 fir-
my APB Environnement Fontenay le Vicomte (France). Zgodnie z opisem przygotowa-
nym przez producenta, oferowany biopreparat zawiera mikroorganizmy wyodrêb-
nione ze œrodowiska naturalnego i wyselekcjonowane w kierunku ich maksymalnej
zdolnoœci do wytwarzania enzymów o aktywnoœci lipolitycznej dla stymulacji degra-
dacji zwi¹zków t³uszczowych. Sk³ad biopreparatu przedstawiono w tabeli 1.

T a b e l a 1

Sk³ad mikrobiologiczny preparatu PBA 7002.052

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

Baccilus megaterium

Bacillus sp.

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas sp.

Lactobacillus helveticus

Lactococcus lactis

Acinetobacbacter sp.

Comamonas sp.

Rhizobium sp.

Nitrosomonas sp.

Nitrobacter sp.

Deinococcus rediodurans

Botrytis cinerea

Saccharomyces cerevisiae

Sporotrichum dimorphosporium

Trichoderma roseus

Alcaligenes sp.

Acetobacter sp.

2.2. Uk³ad badawczy i warunki prowadzenia procesu

Uk³ad badawczy sk³ada³ siê z bioreaktora, do którego dop³ywa³y sta³e porcje
po¿ywki p³ynnej. Przez napowietrzanie zapewniano równomierne rozmieszczenie
doprowadzanych œcieków w ca³ej objêtoœci reaktora. W takiej samej iloœci, w jakiej
dop³ywa³y œwie¿e œcieki, wyp³ywa³y œcieki oczyszczone z zawiesin¹ bakterii.

Badania rozpoczêto poprzez rozpuszczenie 4,375 g preparatu PBA 7002.052
w wodzie destylowanej w reaktorze o objêtoœci 3,5 dm3. Przez ca³y okres badañ
uk³ad zasilany by³ œciekami zaolejonymi preparowanymi wg procedury opisanej na
rysunku 1. Reaktor pracowa³ w warunkach tlenowych (stê¿enie tlenu rozpuszczone-
go, co najmniej 2,5 mg/dm3) i stabilizowanej temperaturze 30°C.

2.3. Substrat

Podstawowym substratem wykorzystanym w badaniach by³a oliwa z oliwek.
W celu równomiernej dyspersji substratu dodawano Tween 80. Ponadto dostarcza-
no roztwór mikroelementów, którego sk³ad przedstawiono w tabeli 2 (17). Dodat-
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kowo do uk³adów B, C oraz D dodawano do po¿ywki pepton, aby utrzymaæ podsta-
wow¹ aktywnoœæ metaboliczn¹ mikroorganizmów.

T a b e l a 2

Roztwór mikroelementów zastosowany w œciekach dop³ywaj¹cych do reaktora A, B, C oraz D

Substancja Iloœæ [g/dm3] Substancja Iloœæ [g/dm3]

(NH4)2 SO4 0,5 CaCl2 0,5

K2HPO4 1,6 FeSO4 0,2

KH2PO4 0,2 NaCl 0,2

MgSO4 2,43

W celu utrzymania w komorze napowietrzania odczynu w zakresie 6,5-7,0,
w czasie pracy uk³adów B, C oraz D podjêto próbê skorygowania niskiego pH (5,0-5,5)
poprzez dodawanie do œcieków dop³ywaj¹cych, odpowiednio, NaOH, Na2CO3 lub
buforu KH2PO4/NaOH.

Sk³ady poszczególnych dop³ywów oraz ChZT dop³ywu i odp³ywu uk³adów A, B, C
oraz D przedstawiono na rysunku 1.

Obci¹¿enie komory napowietrzania ³adunkiem zanieczyszczeñ w uk³adach A i B
by³o zmienne i wzrastaj¹ce w zakresie, odpowiednio, od 0,57 do 9,13 g ChZT/dm3 d
dla uk³adu A i od 0,8 do 16 g ChZT/dm3 d dla uk³adu B. W uk³adach C i D podjêto na-
tomiast próbê utrzymania obci¹¿enia komory napowietrzania ³adunkiem zanie-
czyszczeñ na sta³ym poziomie w zakresie od 0,7 do 1,2 g ChZT/dm3 d.

2.4. Oznaczanie aktywnoœci enzymatycznej i wybranych parametrów badane-
go osadu czynnego

Aktywnoœæ lipaz, wytwarzanych przez mikroorganizmy osadu czynnego, ozna-
czano modyfikown¹ metod¹ Winklera i Stuckmanna (18). Metoda ta polega na spek-
trofotometrycznym oznaczaniu wolnego p-nitrofenolu, który powstaje w wyniku re-
akcji hydrolizy p-nitrofenylolaurynianu katalizowanej przez enzymy lipolityczne. Mo-
dyfikacja wykorzystanej metody polega³a na wykluczeniu z mieszaniny reakcyjnej
gumy arabskiej, która powoduje dyspersjê olejów (w³aœciwoœci badanego osadu po-
zwalaj¹ na prowadzenie pomiarów bez jej dodatku) oraz deoksycholanu sodu do-
prowadzaj¹cego do lizy komórek bakteryjnych, a w nastêpstwie równie¿ do mo¿li-
woœci pomiaru aktywnoœci lipaz wewn¹trzkomórkowych.

Aktywnoœæ dehydrogenaz wyznaczono na podstawie testu TTC, który opiera siê
na redukcji chlorku 2,3,5-trójfenylotetrazolowego do barwnego formazanu (TF)
w ³añcuchu oddechowym, w komórkach mikroorganizmów (19).

Aktywnoœæ oddechow¹ wyznaczono za pomoc¹ sondy tlenowej.
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Stê¿enie bia³ka oznaczono metod¹ Lowry’ego, opart¹ na barwnej reakcji bia³ek
z odczynnikiem Folina–Ciocalteau.

W celu wyeliminowania b³êdu spowodowanego przez ³adunek oliwy z oliwek,
zawartoœæ zawiesiny organicznej wyznaczono na podstawie ró¿nicy zawartoœci za-
wiesiny organicznej pochodz¹cej z komory oraz zawartoœci zawiesiny organicznej
w przes¹czu tej samej objêtoœci badanego osadu pobranej z komory.

3. Wyniki badañ i ich omówienie

3.1. Porównanie aktywnoœci enzymatycznych

W reaktorze A, w dop³ywie którego jako jedyne Ÿród³o wêgla zastosowano oliwê
z oliwek, maksymaln¹ aktywnoœæ lipolityczn¹ badanego osadu zaobserwowano
w 3 dniu prowadzonego eksperymentu (rys. 2A), po czym w 4 dniu nast¹pi³o jej ob-
ni¿enie. Najwy¿sz¹ aktywnoœæ oddechow¹ badanego osadu zaobserwowano w 9 dniu
prowadzonego uk³adu (rys. 2A). Podczas trwania eksperymentu nie przeprowadza-
no korekty pH w komorze napowietrzania. Po 4 dniach prowadzonego uk³adu
stwierdzono obni¿enie odczynu do 5,0 (ramka rys. 2A).

W œciekach dop³ywaj¹cych do komory reaktora B jako Ÿród³o wêgla zastosowa-
no oliwê z oliwek oraz pepton, który dodawano w celu podtrzymania podstawowej
aktywnoœci mikroorganizmów. Najwy¿sze wartoœci badanych aktywnoœci enzyma-
tycznych stwierdzono, kolejno, dla aktywnoœci dehydrogenaz w 7 dobie, aktywnoœci
oddechowej w 8 dobie oraz dla aktywnoœci lipolitycznej w 10 dobie (rys. 2B).
Wzrost obci¹¿enia komory ³adunkiem zanieczyszczeñ do oko³o 15 g ChZT /dm3 � d
rozpoczêty w 10 dniu pracy reaktora, spowodowa³ spadek zarówno aktywnoœci li-
politycznej osadu czynnego, jak i aktywnoœci dehydrogenaz oraz oddechowej. Ob-
ni¿enie pH w komorze napowietrzania do 5,0 w 5 dobie eksperymentu (ramka rys.
2B) doprowadzi³o do znacznego spadku aktywnoœci dehydrogenaz, w zwi¹zku
z czym niezbêdna okaza³a siê korekta odczynu œcieków dop³ywaj¹cych i podczas
prowadzenia uk³adu B zastosowano NaOH. Podwy¿szenie pH po¿ywki do 7,0 po-
zwoli³o na utrzymanie w komorze napowietrzania odczynu 6,5.

Podczas prowadzenia uk³adów C i D podjêto próbê utrzymania sta³ego obci¹¿e-
nia komory napowietrzania ³adunkiem zanieczyszczeñ, wykorzystuj¹c w dop³ywie
jako Ÿród³o wêgla oliwê oraz pepton.

W uk³adzie C znacz¹cy wp³yw na badane wartoœci aktywnoœci enzymatycznych
mia³o niestabilne pH, wahaj¹ce siê w granicach 5,5-7,5 (ramka rys. 2C). Wysok¹ ak-
tywnoœæ lipolityczn¹ badanego osadu stwierdzono w 2 dobie prowadzonego ekspe-
rymentu, a nastêpnie w dniach 8-9 oraz w 11 dobie (rys. 2C). Nisk¹ aktywnoœæ dehy-
drogenaz w dniach 4-8 wyjaœniæ mo¿na niskim pH w komorze napowietrzania.
Wzrost pH w komorze do wartoœci 7,5 spowodowa³ gwa³towny wzrost aktywnoœci
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dehydrogenaz w 10 dniu. Przez pierwsze 7 dni prowadzonych badañ aktywnoœæ od-
dechowa utrzymywa³a siê na sta³ym poziomie. Maksymaln¹ wartoœæ aktywnoœci od-
dechowej zaobserwowano w 8 dniu. Ustabilizowanie pH do 7,0 spowodowa³o utrzy-
mywanie siê aktywnoœci lipolitycznej na sta³ym poziomie, natomiast po gwa³tow-
nym wzroœcie odczynu w 11 dniu nast¹pi³ znaczny spadek aktywnoœci dehydrogenaz.

W uk³adzie D w celu utrzymania sta³ego pH równego 6,5 w komorze napowie-
trzania zastosowano bufor KH2PO4/NaOH. Przez 8 dni prowadzonego doœwiadcze-
nia wzrost aktywnoœci lipolitycznej poci¹ga³ za sob¹ wzrost aktywnoœci dehydroge-
naz (rys. 2D). Zwi¹zki powsta³e w wyniku hydrolizy substancji t³uszczowych by³y wy-
korzystywane jako Ÿród³o wêgla i energii, a w ich biologicznym utlenianiu bra³y
udzia³ enzymy z grupy dehydrogenaz. Aktywnoœæ oddechowa utrzymywa³a siê na
sta³ym poziomie. W 9 dniu zaobserwowano wzrost zarówno aktywnoœci lipolitycz-
nej, jak i oddechowej badanego osadu. Maksymaln¹ aktywnoœæ dehydrogenaz zaob-
serwowano w 10 dniu.

3.2. Porównanie wybranych parametrów badanego osadu czynnego

Osad czynny pobrany z reaktora A najwy¿sze w³aœciwoœci sedymentacyjne osi¹g-
n¹³ w 5 dobie (rys. 3A). W dobie 7 natomiast badany osad czynny wystêpowa³ w for-
mie zdyspergowanej. Jednoczeœnie zaobserwowano wzrost aktywnoœci lipolitycznej
i oddechowej. Stopniow¹ poprawê w³aœciwoœci sedymentacyjnych osadu stwierdzo-
no w dniach 8-10. Po³¹czona ona by³a ze znacznym obni¿eniem aktywnoœci lipoli-
tycznej, wysok¹ aktywnoœci¹ oddechow¹ oraz wzrostem zawartoœci zawiesiny orga-
nicznej oraz zwiêkszeniem stê¿enia bia³ka (rys. 2A oraz rys. 4A). Wspó³czynnik ko-
relacji pomiêdzy zawartoœci¹ zawiesiny organicznej a stê¿eniem bia³ka by³ wysoki
i wyniós³ 0,789 (tab. 3).

Najni¿sze w³aœciwoœci sedymentacyjne osadu czynnego pobranego z reaktora B
zaobserwowano w dniach 6-7 (rys. 3B). Jednoczeœnie od 6 doby stwierdzono wzrost
aktywnoœci enzymatycznych badanego osadu, co mog³o byæ spowodowane korekcj¹
pH po¿ywki w 5 dniu i stopniowym podwy¿szaniem odczynu w komorze napowie-
trzania (rys. 2B). Poprawa w³aœciwoœci sedymentacyjnych osadu w 8 dniu mog³a byæ
spowodowana ustabilizowaniem pH do wartoœci 6,5. Spadek w³aœciwoœci sedymen-
tacyjnych osadu w dobie 6 po³¹czony by³ ze zmniejszeniem stê¿enia bia³ka, jednak
zawartoœæ zawiesiny organicznej w tym czasie wzros³a. Zawartoœæ zawiesiny orga-
nicznej w dniach 6-10 utrzymywa³a siê na sta³ym poziomie, natomiast w dniach
11-12 obserwowano znaczne jej obni¿enie, co po³¹czone by³o ze spadkiem aktyw-
noœci enzymatycznych badanego osadu (rys. 2B oraz rys. 4B). Wspó³czynnik korela-
cji pomiêdzy zawartoœci¹ zawiesiny organicznej a stê¿eniem bia³ka wyniós³ 0,406
(tab. 3).
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Rys. 3. Zestawienie indeksów osadowych dla reaktorów A, B, C oraz D.

Rys. 4. Zestawienie stê¿enia bia³ka i zawartoœci zawiesin dla poszczególnych reaktorów A, B, C oraz D.
—�— stê¿enie bia³ka, — — stê¿enie zawiesiny organicznej



T a b e l a 3

Zestawienie wspó³czynników korelacji pomiêdzy bia³kiem z zawartoœci¹ zawiesiny organicznej dla uk³adów

A, B, C oraz D

Uk³ad Wspó³czynnik korelacji bia³ko/zawiesina organiczna

A 0,789

B 0,406

C - 0,059

D - 0,050

Osad czynny pobrany z reaktora C przez 11 dni wykazywa³ bardzo dobre w³aœ-
ciwoœci sedymentacyjne (rys. 3C). Spadek w³aœciwoœci sedymentacyjnych badanego
osadu w dobie 12 po³¹czony by³ z obni¿eniem aktywnoœci enzymatycznych oraz ze
zmniejszeniem stê¿enia bia³ka (rys. 4C). Zawartoœæ zawiesiny organicznej charakte-
ryzowa³a wysoka niestabilnoœæ, powodem której mog³y byæ zmienny odczyn w ko-
morze napowietrzania w granicach 5,5-7,5 i zastosowanie w dniach 7-8 wêglanu
sodu, a w dniach 9-14 buforu KH2PO4/NaOH w celu utrzymania pH w zakresie
6,5-7,0. Wspó³czynnik korelacji pomiêdzy zawartoœci¹ zawiesiny organicznej a stê-
¿eniem bia³ka wyniós³ – 0,059, co oznacza brak liniowej zale¿noœci miêdzy bada-
nymi parametrami (tab. 3).

Osad czynny pobrany z reaktora D praktycznie przez ca³y okres prowadzenia do-
œwiadczenia charakteryzowa³ siê bardzo dobrymi w³aœciwoœciami sedymentacyjny-
mi (rys. 3D). Jedynie w dniach 5-7 zaobserwowano nieznaczne pogorszenie zdolno-
œci sedymentacyjnych. W 7 dobie stwierdzono wzrost zawartoœci zawiesiny orga-
nicznej (rys. 4D). W 8 dobie zaobserwowano spadek zarówno zawartoœci zawiesiny
organicznej, jak i stê¿enia bia³ka. Równoczeœnie w tym dniu stwierdzono obni¿enie
aktywnoœci dehydrogenaz oraz aktywnoœci lipolitycznej badanego osadu. Od 9 dnia
obserwowano stopniowy wzrost stê¿enia bia³ka, natomiast zawartoœæ zawiesiny or-
ganicznej utrzymywa³a siê na sta³ym poziomie, z wyj¹tkiem 12 doby, kiedy odnoto-
wano jej spadek. Wspó³czynnik korelacji pomiêdzy zawartoœci¹ zawiesiny organicz-
nej a stê¿eniem bia³ka wyniós³ – 0,05, co oznacza brak liniowej zale¿noœci miêdzy
badanymi parametrami (tab. 3).

3.3. Dyskusja wyników

Na podstawie przeprowadzonych badañ stwierdzono, ¿e pomimo zastosowania
ró¿nych kombinacji substratów oraz niestabilnego pH w komorze napowietrzania
podczas prowadzenia uk³adów A, B oraz C, kolejnoœæ nastêpowania maksymalnych
aktywnoœci enzymatycznych badanego osadu czynnego tworzy podobny schemat.
Zarówno podczas pracy reaktora A, C i D jako pierwsz¹ najwy¿sz¹ stwierdzono ak-
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tywnoœæ lipolityczn¹. Jedynie w uk³adzie B zaobserwowano jako pierwsz¹ maksy-
maln¹ aktywnoœæ dehydrogenaz, jednak towarzyszy³ jej równie¿ wzrost aktywnoœci
lipolitycznej badanego osadu. Metabolity powsta³e w wyniku hydrolizy substancji
t³uszczowych wykorzystywane s¹ przez komórki mikroorganizmów jako Ÿród³o wê-
gla i energii, a w ich biologicznym utlenianiu bior¹ udzia³ enzymy z grupy dehydro-
genaz.

W uk³adach B i C obserwowano wysok¹ aktywnoœæ dehydrogenaz w pierwszej
dobie doœwiadczenia. Mog³a byæ ona spowodowana rozpoczêciem pracy bioreakto-
rów, poprzez podawanie w œciekach dop³ywaj¹cych peptonu w celu zapocz¹tkowa-
nia i utrzymania podstawowej aktywnoœci mikroorganizmów. Podczas pracy uk³adu
D, zasilanego dop³ywem równie¿ zawieraj¹cym pepton, aktywnoœæ dehydrogenaz
na pocz¹tku trwania eksperymentu stopniowo wzrasta³a. Powodem mog³o byæ za-
stosowanie buforu fosforanowego utrzymuj¹cego sta³e pH w komorze napowie-
trzania.

Pomimo ¿e zgodnie z biochemiczn¹ regu³¹ nastêpowania po maksymalnej ak-
tywnoœci lipolitycznej najwy¿szej aktywnoœci dehydrogenaz, na podstawie przepro-
wadzonych badañ jako kolejn¹ maksymaln¹, dla uk³adu B, zaobserwowano aktyw-
noœæ oddechow¹. Podczas prowadzenia reaktora C oraz D maksimum aktywnoœci
oddechowej po³¹czone by³o z najwy¿sz¹ aktywnoœci¹ lipolityczn¹ badanego osadu
czynnego. Jedynie w trakcie prowadzenia uk³adu A najwy¿szej aktywnoœci oddecho-
wej towarzyszy³a najni¿sza aktywnoœæ lipolityczna osadu.

Przyczyn¹ wyst¹pienia najwy¿szej aktywnoœci lipolitycznej po³¹czonej z maksy-
maln¹ aktywnoœci¹ oddechow¹ osadu pochodz¹cego z reaktora C oraz D mog³yby
byæ zmiany cyklu metabolicznego w komórkach mikroorganizmów. Podczas rozpo-
czêcia pracy reaktora nastêpuje rozproszenie biopreparatu w ca³ej jego objêtoœci.
Biopreparat zawiera mikroorganizmy zdolne do tworzenia k³aczków, do powierzch-
ni których przy³¹czaj¹ siê bakterie z gatunku Pseudomonas fluorescens. Pa³eczki te za-
czynaj¹ produkowaæ lipazy. Enzymy przeprowadzaj¹ hydrolizê substancji t³uszczo-
wych i wokó³ k³aczka gromadz¹ siê substraty pokarmowe, m.in. wolne kwasy
t³uszczowe, które stanowi¹ ³atwo dostêpne Ÿród³o wêgla i energii. Uwolnione kwa-
sy t³uszczowe zostaj¹ wprowadzane do komórek mikroorganizmów i w wyniku
�-oksydacji powstaje acetylo-CoA. Nadmiar dostêpnej energii doprowadza do wspó³-
zawodnictwa cyklu kwasu cytrynowego i cyklu glioksalowego o izocytrynian, w wy-
niku czego w komórkach Pseudomonas fluorescens mo¿liwe jest skrócenie cyklu pozy-
skiwania energii z substratów pokarmowych i efektywniejsze przeznaczenie jej na
procesy biosyntez.

Izocytrynian stanowi g³ówny zwi¹zek w punkcie rozga³êzienia cykli kwasu cytry-
nowego i glioksalowego. Enzymem bior¹cym udzia³ w rozdzielaniu izocytrynianu
pomiêdzy te dwa cykle jest dehydrogenaza izocytrynianowa, której regulacja opiera
siê na modyfikacji kowalencyjnej. W wyniku fosforylacji dehydrogenazy izocytrynia-
nowej przez specyficzn¹ kinazê nastêpuje inaktywacja enzymu, a izocytrynian ulega
wprowadzeniu w cykl glioksalowy prowadz¹cy do syntezy m.in. glukozy, aminokwa-
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sów czy te¿ nukleotydów. W momencie, gdy dochodzi do nagromadzenia interme-
diatów cyklu kwasu cytrynowego oraz obni¿enia wskaŸników energetycznych ko-
mórki, fosfataza usuwa grupê fosforylow¹ z dehydrogenazy izocytrynianowej reak-
tywuj¹c enzym, a izocytrynian zostaje w³¹czony w cykl kwasu cytrynowego.

Dziêki skróceniu cyklu w³¹czanie acetylo-CoA w szlak metaboliczny mo¿e zacho-
dziæ w dwóch miejscach: z udzia³em syntazy cytrynianowej zostaje przy³¹czony do
szczawiooctanu oraz w wyniku aktywnoœci syntazy jab³czanowej mo¿liwe jest prze-
kszta³cenie glioksalanu w jab³czan (20,21) (rys. 5).
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Rys. 5. Schemat cyklu kwasu cytrynowego i cyklu glioksalowego.



Przestawienie cyklu umo¿liwia szybkie zu¿ywanie substratu pokarmowego i po-
zyskiwanie energii przeznaczonej na syntezê enzymów lipolitycznych oraz na repro-
dukcjê komórek bakteryjnych. Skrócenie cyklu wymaga wy¿szej aktywnoœci meta-
bolicznej, w zwi¹zku z czym wysokiej aktywnoœci lipolitycznej towarzyszy wysoka
aktywnoœæ oddechowa. Jednak gdy k³aczek osi¹gnie okreœlony rozmiar, nastêpuje
jego rozpad na skutek starzenia komórek oraz gromadzenia szkodliwych produk-
tów przemiany materii. Przyczyn¹ rozpadu k³aczka mo¿e byæ tak¿e namno¿enie siê
komórek Pseudomonas fluorescens, które doprowadzaj¹ do za³amania jego struktury.
Teoretycznie po rozpadzie k³aczków obserwuje siê spadek zdolnoœci sedymentacyj-
nych osadu czynnego, czego jednak nie zaobserwowano w przeprowadzonych ba-
daniach, w zwi¹zku z czym hipoteza wymaga³aby dalszych eksperymentów w celu
jej potwierdzenia.

Najwy¿sz¹ aktywnoœæ dehydrogenaz osadu czynnego w reaktorze C oraz D
stwierdzono po maksymalnej aktywnoœci lipolitycznej i oddechowej. Przesuniêcie
to równie¿ mog³o wynikaæ ze skrócenia cyklu pozyskiwania energii z substratów po-
karmowych, w czasie którego nastêpuje spadek pH i inhibicja enzymów wewn¹trz-
komórkowych (19).

Na podstawie wyznaczonych wspó³czynników korelacji nie stwierdzono linio-
wych zale¿noœci pomiêdzy badanymi aktywnoœciami enzymatycznymi osadu czyn-
nego (tab. 4). Najwy¿sze wspó³czynniki korelacji wyznaczono dla uk³adu B oraz D
pomiêdzy aktywnoœci¹ lipolityczn¹ i oddechow¹, co jest równie¿ zgodne z posta-
wion¹ teori¹ skrócenia cyklu pozyskiwania energii z substratów pokarmowych
przez komórki Pseudomonas fluorescens.

T a b e l a 4

Zestawienie wspó³czynników korelacji pomiêdzy poszczególnymi aktywnoœciami enzymatycznymi

dla uk³adów A, B, C oraz D.

Reaktor Wspó³czynnik korelacji AL/AD Wspó³czynnik korelacji AL/AO Wspó³czynnik korelacji AO/AD

A – -0,671 –

B 0,041 0,518 -0,029

C -0,265 0,174 0,265

D 0,485 0,703 0,198

4. Wnioski koñcowe

Uzyskane na podstawie przeprowadzonych badañ wyniki prowadz¹ do nastê-
puj¹cych wniosków:

– Podczas pracy uk³adów zasilanych dop³ywem o sta³ym ³adunku zanieczysz-
czeñ, kolejnoœæ nastêpowania maksymalnych aktywnoœci enzymatycznych badanego
osadu czynnego tworzy schemat: jako pierwsz¹ najwy¿sz¹ obserwowano aktywnoœæ
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lipolityczn¹, wraz z towarzysz¹c¹ jej maksymaln¹ aktywnoœci¹ oddechow¹. Ostatni¹
najwy¿sz¹ obserwowano aktywnoœæ dehydrogenaz.

– Przyczynami wyst¹pienia najwy¿szej aktywnoœci lipolitycznej po³¹czonej z mak-
symaln¹ aktywnoœci¹ oddechow¹ osadu pochodz¹cego z reaktorów zasilanych do-
p³ywem o sta³ym ³adunku zanieczyszczeñ mog³y byæ zmiany cyklu metabolicznego
w komórkach szczepu Pseudomonas fluorescens. W wyniku namno¿enia tych pa³e-
czek, powiêkszenia struktury k³aczka, wspó³zawodnictwa cyklu kwasu cytrynowego
i glioksalowego o izocytrynian, a tak¿e przypuszczalnie zaistnienia warunków bez-
tlenowych wewn¹trz k³aczków, w komórkach Pseudomonas fluorescens nastêpuje
skrócenie cyklu pozyskiwania energii z substratów pokarmowych. Przestawienie na
cykl glioksalowy wymaga wy¿szej aktywnoœci metabolicznej, w zwi¹zku z czym wy-
sokiej aktywnoœci lipolitycznej towarzyszy wysoka aktywnoœæ oddechowa. Przesu-
niêcie maksymalnej aktywnoœci dehydrogenaz, obserwowane po najwy¿szej aktyw-
noœci lipolitycznej i oddechowej, równie¿ mo¿e wynikaæ ze skrócenia cyklu, w cza-
sie którego nastêpuje spadek pH i inhibicja enzymów wewn¹trzkomórkowych.

– Wysoka aktywnoœæ dehydrogenaz w pierwszych dniach prowadzonych uk³a-
dów B i C, mog³a byæ spowodowana rozpoczêciem pracy bioreaktorów poprzez po-
dawanie w œciekach dop³ywaj¹cych peptonu w celu zapocz¹tkowania i utrzymania
podstawowej aktywnoœci mikroorganizmów. Stopniowe wzrastanie aktywnoœci de-
hydrogenaz podczas pracy uk³adu D, pomimo dodawania peptonu do preparowane-
go dop³ywu, mog³o wynikaæ z zastosowania buforu fosforanowego utrzymuj¹cego
sta³e pH w komorze napowietrzania.

– Istotnym czynnikiem wp³ywaj¹cym na aktywnoœci enzymatyczne badanego
osadu czynnego jest odczyn w komorze napowietrzania. W zwi¹zku z tym podjêto
próbê utrzymania sta³ego pH w zakresie 6,5-7,0 i jako najefektywniejsz¹ metodê
uznano buforowanie preparowanego dop³ywu za pomoc¹ KH2PO4/NaOH.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wy¿szego w ramach projektu
nr 1T09D 059 30 „Kontrola i ocena procesu enzymatycznej hydrolizy lipidów w œrodowisku wodnym”.
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