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1. Wstep

ostatnich latach prowadzono szereg badah nad zastosowaniem immo-
bilizowanych mikroorganizméw w oczyszczaniu $ciekdw oraz w proce-
sach odnowy wody. Nilsson i in. (1) zastosowali do usuwania azotanéw z wod
pitnej Pseudomonas denitrificans inkludowane w zelu alginianowym. Tam i in.
(2) zastosowali immobilizowane glony Chlorella vulgaris do usuwania fosforu
ze Sciekéw. Badania nad wykorzystaniem bakterii immobilizowanych metoda
inkluzji w procesach nitrjdikacji prowadzili miedzy innymi Tramper, Grootjen
(3), Wijffels i in. (4). Deguchi, Kashiwaya (4) wykorzystali w procesach nitry-
fikacji biomase bakterii unieruchomiong na poliuretanie.

O praktycznym wykorzystaniu immobilizowanych mikroorganizméw do
biodegradacji decyduje akt)Avnos¢ enzymatyczna immobilizowanej biomasy
oraz szybko$¢ rozktadu organicznych zwigzkow weglowych. W procesach bio-
degradacji z zastosowaniem immobilizowanych bakterii na catkowitg szyb-
kos¢ rozktadu zwigzkow organicznych wptywa tempo procesow czastkowych,
tj. dyfuzji zewnetrznej i wewnetrznej oraz reakcji biochemicznej (6). Parame-
try czastkowych réwnan szybkosci reakcji rozktadu nie zawsze jednoznacznie
wskazujg na chcirakter ograniczen catkowitej szybkosci tej reakcji. Stad ko-
nieczno$¢ wyznaczenia wartosci statych wskazujgcych na wzajemne zalez-
nosci miedzy parametrami réwnan czastkowych procesu rozkladu. W tym
celu dla ukiadow heterogenicznych mozna zastosowac liczbe Damkohlera,
modut Thiela i liczbe Biota, ktére pozwalajg na interpretacje wpfywu proce-
séw przenoszenia masy i szybkosci reakcji biochemicznej na catkowitg szyb-
kos$¢ rozktadu substratu.

Wykorzystanie immobilizowanych biokatalizatoréw w procesach uzdatnia-
nia wody i oczyszczania $ciekbw wymaga przyjecia sposobu obliczania szyb-
kosci rozktadu zwigzkéw organicznych i charakteryzowania immobilizowanych
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biokatalizatoréw na podstawie uzyskanych parametrow réwnan szybkosci
rozktadu zwigzkdéw organicznych.

Celem pracy bylo przeprowadzenie analizy wptywu immobilizacji bakterii
metodg inkluzji na szybkos$¢ rozktadu zwigzkéw organicznych w warunkach
nieprzeptywowych.

W badaniach wykorzystano wolne i inkludowane w alginianie bakterie
Pseudomonas sp. 190 i 191 oraz Alcaligenes sp. T-186 zdolne do rozkiadu
laktozy, kazeiny i thuszczu mlekowego. Na podstawie wynikéw badan rozktadu
zwigzkdéw organicznych przez immobilizowane bakterie Pseudomonas sp. 190
i 191 oraz Alcaligenes sp. T-186 wyznaczono parametry rownan czastkowych

Amax® AL2> ~el- C*) skiadajacych sie na catkowitg szybkos¢ rozktadu
zwigzkéw organicznych przez immobilizowane bakterie. Okre$lono réwniez
wplyw proceséw przenoszenia masy na catkowitg szybko$¢ rozktadu przy za-
stosowaniu jako kryterium liczby Damkohtera, modutu Thiela, wspétczynnika
efekt3Twnosci oraz wspotczynnika wykorzystania katalizatora.

2. Metodyka badan

Inoculum szczepéw bakterii: Pseudomonas sp. 190, Pseudomonas sp. 191
oraz Alcaligenes sp, T-186 uzyskano przez 3-krotne pasazowanie szczepow
na pozywce bulionowej z dodatkiem 4% glukozy w temp. 30°C przez 18 h.
Hodowle biomasy bakterii prowadzono dodajac do 100 cm” pozywki bulio-
nowej z dodatkiem 4% glukozy inoculum w ilosci 1 cm”, a nastepnie inku-
bujagc w temp. 30°C przez 18 h. Biomase bakterii oddzielano od pozywkKi
przez wirowanie przy 15 tys. obr./min/0°C i przechowywano w wodzie jatowej
w temperaturze 4°C.

Zmieszang w stosunku objetosciowym 1:1:1 biomase bakterii Pseudomo-
nas sp. 190, Pseudomonas sp. 191 i Alcaligenes sp. T-186 taczono z 2%
roztworem atginianu sodowego firmy Sigma o lepkosci 2% roztworu w temp.
25°C wynoszacej 3500 cps, a nastepnie utwardzano przez wstrzykiwanie do
0,02 M roztworu CaCl2, uzyskujac ziarna o $rednicy 2 mm. W celu zwie-
kszenia mechanicznej wytrzymatosci nosnika, ziarna alginianowe z inkludo-
wang biomasa bakterii przetrzymywano przez 2 h w roztworze CaCl2 Ste-
Zenie inkludowanej biomasy w ziarnach alginianowych wynosito 1,25%.

Do badan zastosowano reaktory napowietrzane dyfuzorami, dziatajgce
w sposéb okresowy, o pojemnosci uzytkowej 2 dm”. Stezenie tlenu rozpusz-
czalnego w reaktorze wynosito 2 mg 02/dm”. Badania prowadzono w czte-
rech seriach pomiarowych dla zatozonych stezen poczatkowych zwigzkdéw
organicznych wyrazonych wartoscig ChZT, wynoszacych: 170, 400, 700,
1000 mg O02/dm~.

Stezenie poczatkowe wolnych i immobilizowanych bakterii w reaktorach
w badanych seriach bylo state i wynosito 1,25 g sm/dm”. Badania prowa-
dzono réwnolegle w dwoch reaktorach, zawierajgcych:

— immobilizowane w alginianie komdrki Pseudomonas sp. 190 i 191 oraz
Alcaligenes sp. T-186,

biotechnologia 3 (38) 97



90 Irena Wojnowska-Baryta

— wolne komoérki Pseudomonas sp. 190, 191 oraz Alcaligenes sp. T-186.

Do badan, jako zrédto wegla organicznego, wykorzystywano $cieki o na-
st%puj\acym skfadzie: cukier mlekowy — 0,2 g/dm”, biatka mleka — 0,2
g/dm”, ttuszcz mlekowy — 0,3 g/dm”, ChZT — 130 g 02/dm”, sucha po-
zostatos¢ ogolna — 1,5 g/dm”, sucha pozostatos¢ mineralna — 0,5 g/dm”.
W zaleznoSci od badanego stezenia zwigzkow organicznych Scieki rozcien-
czano woda.

3. Omodwienie i dyskusja wynikow

w celu okreslenia wptywu proceséw dyfuzji na szybko$¢ rozktadu zwigz-
kéw organicznych przez immobilizowane bakterie przeprowadzono badania
technotogiczne w reaktorze okresowym o pelnym wymieszaniu. Uzyskane da-
ne odnoszono do wynikéw biodegradacji zwigzkéw organicznych przez wolne
bakterie Pseudonomas sp. 190 i 191 oraz Alcaligenes sp. T-186.

Przyjeto zatozenie, ze szybko$¢ reakcji r wolnych bakterii réwna jest szyb-
kosci reakcji biochemicznych:

— g = _ max
U= G4t kasc, .

Analizujgc szybkosci rozktadu zwigzkéw organicznych przez immobi-
lizowane bakterie rozwazono nastepujace przypadki:

— szybko$¢ reakcji zalezy jedynie od tempa reakcji biochemicznych, wow-
czas wartosci parametréow Kinetycznych fmox:- réwne wartosciom uzy-
skanym przez wolne bakterie,

— procesy przenoszenia masy wptywaja na zmiane wartosci parametrow
CmnV, K~

W tabeli | przedstawiono wartosci parametrow Kinetycznych i Kr
uzyskanych przez: wolne oraz przez immobilizowane bakterie.

Tabela 1
Poroéwnanie wartosci parametréw kinetycznych r, ™M

DLA rozk#adu SUBSTRATU PRZEZ WOLNE | IMMOBILIZOWANE BAKTERIE

Wolne bakterie Immobilizowane bakterie
Km I'max Km fmax
mg o2/dm” mg o2/h mg oz2/dm” mg o02/h
840 360 1200 360

Wozrost warto$ci Km wynikat z obnizenia sie catkowitej szybkosci reakcji.
Zatozono zatem, ze w przypadku inkludowanych w alginianie bakterii cat-
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kowita szybkos¢ reakcji mogta byé ograniczona dyfuzjg substratu na granicy
faz. Zatozono, ze czynnikiem ograniczajagcym catkowitg szybko$¢ reakcji in-
kludowanych bakterii byto stezenie substratu na granicy faz roztwér — nos-
nik Cg, a nie stezenie substratu w reaktorze Ct, jak w przypadku wolnych
bakterii. Stad rownanie szybkosci reakcji przyjeto postac:

C.
K., + C. [2]

Poréwnujac réwnania [1] i [2] obliczono warto$¢ Cc
Cs = K~ (3]

Wedtug Horvath, Engasser (6) wzrost wartosci jest nastepstwem ogra-
niczen szybkosci reakcji procesami dyfuzji zewnetrznej i wewnetrznej.

Wplyw szybkosci dyfuzji zewnetrznej i wewnetrznej substratu na szybko$é
reakcji immobilizowanych bakterii moze by¢ wyrazony wartoscig wspotczyn-
nika efektywnosci. W przypadku gdy r\g réwne jest jednosci, to szybko$é
rozktadu kontrolowana jest przez reakcje biochemiczne. Fink i in. (7) defi-
niujg wspoétczynnik efektywnos$ci nastepujaco:

r [4]

gdzie:

Tle — wspotczynnik efektywnosci [bezw.l,

r — szybkos$¢ reakcji wolnych bakterii [mg 02/dm h],

ref — szybko$¢ reakcji immobilizowanych bakterii [mg 02/dm” hj.

W tabeli 2 przedstawiono wartosci wspotczynnika efektywnosci immobi-
lizowanych bakterii.

Tabela 2

Wspoétczynnik efektywnosci reakcji immobilizowanych bakterii

Immobilizowane bakterie
0,61
0,64
0,70
0,75
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Nastepnie, wyznaczono parametry szybkosci dyfuzji zewnetrznej oraz
przeprowadzono analize wptywu proceséw przenoszenia masy na szybko$é
rozktadu zwigzkéw organicznych przez immobilizowane komérki bakterii.

Uzyskane w réwnaniu Michaelisa wartosci statej Km dla zwigzkéw orga-
nicznych rozktadanych przez immobilizowane bakterie sg wyzsze niz dla wol-
nych bakterii, mozna zatem przypuszczaé, ze catkowita szybko$¢ rozktadu
byta ograniczona szybkoscig dyfuzji zewnetrznej rz.

W tym przypadku:

M= 4= kD 5]

gdzie:
fof - Tk 6]

ref — szybkos$¢ reakcji na jednostke powierzchni ziaren nosnika [mg 02/dm” h],
A — powierzchnia catkowita ziaren nosnika [dm~].

Przyjmujac, ze szybkos¢ dyfuzji substratu na granicy faz roztwér — po-
wierzchnia nosnika jest rowna szybkosci reakcji biochemicznej inktudowa-
nych bakterii otrzymujemy:

Kreg CIOm u

gdzie:
max'’ — maksymalna szybkos$¢ reakcji na jednostke powierzchni ziarna
nosnika [mg/dm”h].

W tabeli 3 zestawiono wartosci wspétczynnika przenoszenia masy k2 oraz
stezenia substratu na powierzchni ziarna biokatalizatora Cg.

Tabela 3
Wyznaczone parametry szybkosci dyfuzji zewnetrznej:

WSPOLCZYNNIK PRZENOSZENIA MASY kir2- STEZENIE SUBSTRATU NA GRANICY FAZ

Immobilizowane bakterie

Cs kL2
mg 02/dm# dm/h
99,0 0,186
194,8 0,175
392,0 0,157

614,8 0,147



Woptyw immobilizacji bakterii na szybkos$¢ rozktadu organicznych zwigzkéw weglowych 93

Do analizy wptywu dyfuzji zewnetrznej na szybkos$¢ reakcji biochemicz-

nych zastosowano bezwymiarowg wielkoS$¢ — liczbe Damkohlera (Da).
D = 8
gdzie:
Da — liczba Damkohlera (wielko$¢ bezwymiarowa].

Na podstawie analizy zaleznoSci miedzy wspoéiczynnikiem efektywnosci
a liczbg Da dla danej wartosci stosunku CbfKm, Moser (8) wykazat, ze gdy
re = 1 to catkowita szybkos$¢ reakcji zalezy od szybkosci reakcji biochemi-
cznej. Natomiast wptyw dyfuzji zewnetrznej na catkowitg szybko$¢ reakcji
wzrasta wraz ze wzrostem liczby Da powyzej wartosci liczby Daum- Warto$é
Daiim wyznacza granice, od ktorej nalezy rozpatrywaé¢ wptyw proceséw prze-
noszenia masy na catkowitg szybko$¢ reakcji w uktadach heterogenicznych.

W doswiadczeniu wyznaczono wartosci liczby Daum zaktadajac, ze dla ob-
liczonej wartosci nalezy rozpatrywac¢ wptyw dyfuzji zewnetrznej na catkowitg
szybko$¢ rozktadu substratu przez immobitizowane bakterie.

1
1+ Da ol

W tabeli 4 przedstawiono obliczone wartosci liczby Da oraz Daum dla
badanych stezen poczatkowych zwiazkéw organicznych, wyrazonych jako
stosunek Ch/K”.

Tabela 4
Parametry okreslajace wptyw dyfuzji zewnetrznej na catkowitg szybkosé reakcji

Immobitizowane bakterie

Da Daum
0,770 0,560
1,370 0,420
1,530 0,400
1,710 0,370

Otrzymane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze o ograniczeniach procesami
dyfuzji zewnetrznej w zakresie badanych stezern decyduje stezenie zwigzkéw
organicznych na granicy roztwér — powierzchnia nosnika.

Inkluzja bakterii wewnatrz nosnika powoduje, ze czgsteczki muszag dy-
fundowa¢ w porach nosnika, by by¢ dostepnymi do rozktadu. Stezenie zwigz-
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kéw organicznych wewnatrz nosnika decyduje o szybko$ei reakcji biochemi-
cznych bakterii inkludowanyeh. W celu wyznaezenia stezenia zwiatzkéw or-
ganicznych w masie ziarna alginianowego z inkludowang biomasa bakterii
wykorzystano nastepujgee roéwnanie;

(PO .O

D ax®  KM+O

10

gdzie:

C* — stezenie substratu w ziarnie biokatalizatora [mg 02/dm”],

Daff — wspoitczynnik dyfuzji wewnetrznej [em”/s],

"max" — maksymalna szybkos$¢ reakeji przypadajaea na jednostke obje-
tosei ziarna [mg 02/dm~ h],

X — odlegtos¢ od powierzehni ziarna [mmj.

Rozwigzujge réwnanie 10 przy warunkaeh poczatkowyeh:

C =GCs dla X=10
dC*=0 dla x = 1
dx

uzyskuje sie postac:

coshla 1 (L- x)J

0-0 "osh (L a)

11,

gdzie :

'max"

Roéwnanie [11] pozwala na obliczenie stezenia zwiazkéw organieznych we-
whnatrz ziarna o $redniey réwnej L.

Zalezno$¢ miedzy szybkoseig dyfuzji wewnetrznej r( a stezeniem na po-
wierzchni nosnika Cg wyraza sie wzorem:

nr= _. a 12
Xi

gdzie;
Xi — wyraza zalezno$¢ miedzy warto$eig modutu Thiela a wartoscia pa-
rametru rownania Michaelisa-Menten Km,
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I tanho [13]
gdzie O jest modutem Thiela zdefiniowanym nastepujaco:
O _ -yj  “mcLK" [14]
Podstawiajgc réwnamie [12] do réwnania [14] otrzymujemy:
\\/ + tcLnhO
[151

Obliczone wartosci modutu Thiela oraz wspotczynnika dyfuzji wewnetrznej
Daff przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5

Wyznaczone wafttosci wspétczynnika dyfuzji wewnetrznej i modutu thieta o

Immobilizowane bakterie

Cs DejJ (0]
mg 02/dm~ cm”?Ns bezw.
99.0 1,08 10"~ 0,99
194,8 29 10® 1,48
392,0 2,7 10® 1,58
614,8 2,6 10® 1,73

Wozrost stezenia zwigzkéw organicznych na powierzchni ziarna alginiano-
wego powodowat spadek wartosci wspotczynnika dyfuzji wewnetrznej Dejf.
Wyznaczenie wartosci wspétczymnika Dejj dla zwigzkéw organicznych dyfun-
dujacych w ziarnie z inkludowang biomasa pozwolito na obliczenie stezenia
lokalnego zwigzkéw organicznych w ziarnie nos$nika. Stezenie zwigzkéw or-
ganicznych wewngtrz nosnika przedstawiono na rysunku 1, jako zaleznos¢
miedzy stosunkiem stezenia zwigzkéw organicznych w ziarnie do stezenia
na powierzchni Jly) = (C /Cg) a stosunkiem odlegtosci od powierzchni do
promienia ziarna JIx) = (x/R). Krzywe rozkladu stezenia substratu wewnatrz
ziarna alginianowego o stezeniu immobilizowanej biomasy 1,25% sm wska-
zujg, ze wzrost stezenia substratu na powierzchni ziarna z 99 do 614,8 mg
02/dm” oraz spadek wartosci wspotczynnika D7jj z 1,08-10' do 2,6-10 °
cm”/s powodowaly zmniejszenie sie dostepnosci zwiazkéw organicznych wraz
ze wzrostem odlegtosci od powierzchni ziarna. W odlegtosci réwnej stosun-
kowi x/f? =0,5 stezenie lokalne substratu C wynosito w zaleznosci od ste-
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Rys. 1. Zmiany stezenia zwigzkéw organicznych wewnatrz ziarna alginianowego z inkludo-
wang biomasg bakterii w zaleznosci od odlegtosci od powierzchni ziarna (x/R).

zenig zviagzkow organicznych na powierzchni ziarna (tab. 5) odpowiednio:
40,8'::.Z 3v5>l:§%228,8, 1gl,3 mgy02/dm"p. ( ) odp

Parametrem charakteryzujacym opo6r nosnika wobec dyfundujacego sub-
stratu jest modut Thiela. Stezenie zwigzkéw organicznych na granicy faz
wptywato na wartosci modutu Thiela (tab. 5). Dostepnos$¢ zwigzkéw organi-
cznych wewnatrz nosnika byta czynnikiem ograniczajgcym szybkos$¢ prze-
mian biochemicznych.

Do analizy wptywu dyfuzji wewnetrznej na szybkos$¢ reakcji biochemicz-
nych bakterii inkludowanych w atginianie, wprowadzono wspoétczynnik wy-
korzystania katalizatora E. Dla wartosci E = 1| szybko$¢ reakcji rozktadu
w nos$niku nie jest ograniczona oporem wewnetrznym wobec dyfundujacego
substratu.

- tanhO

E="0

[16]
gdzie:

E — wspotczynnik wykorzystania katalizatora [warto$¢ bezwymiarowa],
4) — wspo6iczynnik Thiela [warto$¢ bezwSrmiarowaj.
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Wartosci wspotczynnikow wykorzystania katalizatora E w zalezno$ci od
stezenia zwigzkdw organicznych na powierzchni nosnika (tab. 5) ksztattowaty
sie nastepujgco: 0,76, 0,6, 0,58, 0,54.

4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania pozwolity na okreslenie wptywu immobilizacji na
szybkos$¢ rozkiadu zwigzkéw organicznych oraz na wyznaczenie parametrow
szybkosci rozktadu organicznych zwigzkéw weglowych przez bakterie inklu-
dowane w alginianie.

Wplyw procesdw przenoszenia masy na szybkos$¢ rozktadu substratu przez
immobilizow£ine bakterie okre$lono opierajagc sie na nastepujacych zatoze-
niach:

<Sef= £ K

W warunkach wystepujacego ograniczenia szybkosci procesami dyfuzji
zewnetrznej i wewnetrznej, efektywna szybko$¢ rozktadu organicznych zwigz-
kéw przez immobilizowane bakterie wyrazono jako:

Nef=r- T,

a wspotczynnik efektywnosci:

Przy wystgpieniu ograniczenia szybkosci reakcji rozktadu transportem na
granicy faz roztwor-powierzchnia ziarna, wspotczynnik efektywnosci byt fun-
kcja liczby Damkohlera (Da), ktérej wartos¢ zostata obliczona z réwnania:

D _ r
= «

Natomiast przy wystgpieniu ograniczeh szybkosci reakcji transportem we-

wnetrznym, wspétczynnik efektywnosci byt funkcjg modutu Thiela (4>):

ch = DA K
Wyznaczenie wartosci liczby Da oraz modutu Thiela umozliwito okreslenie
wptywu: dyfuzji wewnetrznej na szybkos$¢ reakcji rozktadu, parametrow tech-
nologicznych, takich jak: wielko$¢ ziarna, iloSci ziaren w objetosci reaktora,
stezenie immobilizowanej biomasy w nosniku, a takze szybkosci rozkiadu
organicznych zwigzkow weglowych przez immobilizowane bakterie.
Symbole

o — modut Thiela [bezw.],
rig _ wspotczynnik efektywnosci [bezw.],
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A — powierzchnia ziaren no$nika [dm”],
C* — stezenie substratu w ziarnie [mg 02/dm”],
C(, — stezenie substratu w reaktorze [mg 02/dm3],

Cg — stezenie substratu na granicy faz roztwor-powierzchnia nosnika [mg02/dma3),
— liczba Damkohlera [bezw.j,
Dgjf — wspétczynnik dyfuzji wewnetrznej [cm”/sj,
E — wspotczynnik wykorzystania katalizatora [bezw.j,
K — wspotczynnik aktywnosci oddechowej [mg 02/mg sm h],
kiz — wspoéiczynnik przenoszenia masy [dm/h],
— stala nasycenia réwna stezeniu substratu, dfa ktérego szybkos$¢ reakcji jest réwna
potowie szybkosci maksymalnej [mg 02/dm3],
Kmpoz — Stata nasycenia w réwnaniu kinetycznym rozktadu substratu przez immobilizowane
komorki bakterii [mg 02/dma3],
r — szybko$¢ reakcji wolnych bakterii [mg 02/dm3 h],
Tj, — szybko$¢ reakcji biochemicznego rozktadu [mg 02/dm3 h],
— szybko$¢ dyfuzji substratu do powierzchni biokatalizatora [mg 02/dm?2 h],
Tgj — catkowita szybko$¢ reakcji przypadajaca na jednostke powierzchni ziarna biokataliza-
tora (mg/dm~hj,
"max — maksymalna szybkos$¢ reakcji biochemicznego rozktadu [mg 02/dm3 h],
Ameue — maksymalna szybko$¢ reakcji przypadajaca na jednostke powierzchni ziarna bio-
katalizatora [mg/dm” h],
"max" — maksymalna szybko$¢ reakcji przypadajgca na jednostke objetosci ziarna [mg
02/dm3 h],
X — odlegtos¢ od powierzchni ziarna [mm],
L — $rednica ziarna [mm],
R — promien ziarna [mmj.
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ONO O~ WN

The influence of Immobilization on the overall rate of substrate
biodegradation by bacterial cells

Summary

The paper includes the results of mass transfer influence on the overall rate of substrate
biodegradation by bacterial cells immobilized in alginate gel. The overall rate of substrate bio-
degradation by immobilized bacteria is the function of the following parameters; rj = F (rtxx<

The results indicate that overall ratio of substrate biodegradation by immobilized bacteria is
limited by external and internal transport. The effectiveness of the substrate biodegradation
depends on the value of overall effectiveness factor. When limiting the overall rate of substrate
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biodegradation by the diffusion in a phase liquid-beads surface, the effectiveness factor is the
function of Damkohler number. In the case of the internal diffusion limiting the overall rate of

substrate biodegradation by immobilized bacteria the effectiveness factor depends on the Thiel
number.

Key words:
alginate gel, biodegradation, immobilized bacteria.
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