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Influence of substrate on fluctuation of lipolytic activity and parame-
ters of activated sludge

Summary

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 KH2P04/NaOH.
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I. Wstep

W wyniku postepujgcego rozwoju cywilizacyjnego, obserwuje sie zwiekszenie
tadunku zanieczyszczen sciekéw doprowadzanych do oczyszczalni. Istotny i réwno-
czesnie niezwykle ucigzliwy sktadnik Sciekdw stanowig lipidy (1). Powodujg one
trudnosci w eksploatacji oczyszczalni, gdyz na skutek osadzania sie w rurociggach
zmniejszaja droznos¢ kanatéw (2). Ponadto niekorzystnie wptywajg na mikroorgani-
zmy osadu czynnego, bowiem oblepiajac ktaczki, utrudniajg dostep tlenu i substra-
tow pokarmowych (3). Dodatkowo wysokie stezenie lipiddw moze stymulowac roz-
woj bakterii nitkowatych, ktore przyczyniaja sie do zjawiska puchniecia osadu czyn-
nego (4).

Stosowane obecnie metody mechanicznego badz chemicznego usuwania lipi-
déw ze Sciekow czesto sg mato efektywne, a powstajgce osady wymagaja dodatko-
wej utylizacji (5). Z tego powodu szczegblng uwage zwrdcono na technologie
oczyszczania wykorzystujgce naturalny potencjat mikroorganizmow. Rozkiad lipi-
déw zawartych w Sciekach nastepuje dzieki lipazom wytwarzanym przez mikroflore
osadu czynnego. Enzymy te katalizujg reakcje hydrolizy, w wyniku ktérej powstajg
m. in. kwasy tluszczowe wykorzystywane przez mikroorganizmy jako substrat po-
karmowy (6,7).

Zwiekszenie wydajnosci osadu czynnego mozna uzyska¢ wplywajac na jego me-
tabolizm poprzez zastosowanie bioaugmentacji. Proces bioaugmentacji polega na
wprowadzeniu do mikroflory osadu czynnego mikroorganizméw wykazujgcych pre-
dyspozycje do rozktadu lipidéw i pozwala na uruchomienie reakcji hydrolizy oraz
P-oksydacji, w wyniku ktérych substancje ttuszczowe przeksztatcane sa w zwigzki
stanowigce tatwo dostepne zrodio wegla i energii (3,8-11).

Badany osad czynny, wyhodowany z preparatu przeznaczonego do bioaugmen-
tacji, wykazuje wysoka aktywnos¢ lipolityczg gtdwnie dzieki bakteriom z gatunku
Pseudomonas fluorescens (12,13). jednak pateczki z gatunku Pseudomonas fluorescens
nie wykazujg zdolnosci do tworzenia ktaczkéw osadu czynnego, jedynie przylaczaja
sie do ich powierzchni. Pateczki Pseudomonas fluorescens maja szerokos¢ od 0,7 do
0,8 pm i dlugos¢ od 2 do 3 pm. Wytwarzajg fluoresceine powodujaca Swiecenie
w promieniach UV. Sg tlenowcami, cho¢ niektére szczepy wykazujg zdolnosé wyko-
rzystywania azotandéw i azotyndéw jako ostatecznych akceptoréow elektronéw. Opti-
mum temperaturowe dla bakterii tego gatunku miesci sie w zakresie 25-30°C
(14,15). Stwierdzono, ze takie parametry Srodowiskowe jak temperatura, pH, za-
warto$¢ azotu oraz wegla, pochodzenie lipidow i stezenie tlenu rozpuszczonego
istotnie wplywaja na produkcje lipaz przez komérki mikroorganizméw (16).

Przeprowadzone badania mialy na celu ocene wplywu substratu na zmiany ak-
tywnosci lipolitycznej i wybrane parametry osadu czynnego. Zbadano dziatanie r6z-
nych kombinacji skladu preparowanego doptywu oraz podjeto prébe monitorowa-
nia i oszacowania wplywu pH w komorze napowietrzania na aktywnos¢ enzyma-
tyczng badanego osadu.

160 PRACE EKSPERYMENTALNE



Wptyw substrata na zmiany aktywnosci lipolitycznej i parametry osadu czynnego

2. Materiaty i metody

2.1. Osad czynny

Osad do badan 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 wyodreb-
nione ze srodowiska naturalnego i wyselekcjonowane w kierunku ich maksymalnej
zdolnosci do wytwarzania enzymow o aktywnosci lipolitycznej dla stymulacji degra-
dacji zwigzkow tluszczowych. Skfad biopreparatu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Sktad mikrobiologiczny preparatu PBA 7002.052

Bacillus subtilis Lactobacillus helveticus Deinococcus rediodurans

Bacillus licheniformis Lactococcus lactis Botrytis cinerea

Baccilus megalerium Acinetobacbacter sp. Saccharomyces cerevisiae

Bacillus sp. Comamonas sp. Sporotrichum dimorphosporium

Pseudomonas putida Rhizobium sp. Trichoderma roseus

Pseudomonas Jluorescens Nitrosomonas sp. Alcaligenes sp.

Pseudomonas sp. Nitrobacter sp. Acetobacter sp.

2.2. Uktad badawczy i warunki prowadzenia procesu

Uktad badawczy sktadat sie z bioreaktora, do ktérego doptywaty stale porcje
pozywki plynnej. Przez napowietrzanie zapewniano rbwnomierne rozmieszczenie
doprowadzanych Sciekow w catej objetosci reaktora. W takiej samej ilosci, w jakiej
doptywaly swieze Scieki, wyptywaly Scieki oczyszczone z zawiesing bakterii.

Badania rozpoczeto poprzez rozpuszczenie 4,375 g preparatu PBA 7002.052
w wodzie destylowanej w reaktorze o objetosci 3,5 dm”. Przez caly okres badan
uklad zasilany byt Sciekami zaolejonymi preparowanymi wg procedury opisanej na
rysunku 1. Reaktor pracowat w warunkach tlenowych (stezenie tlenu rozpuszczone-
go, co najmniej 2,5 mg/dm®) i stabilizowanej temperaturze 30°C.

2.3. Substrat
Podstawowym substratem wykorzystanym w badaniach byla oliwa z oliwek.

W celu réwnomiernej dyspersji substratu dodawano Tween 80. Ponadto dostarcza-
no roztwdr mikroelementéw, ktérego sktad przedstawiono w tabeli 2 (17). Dodat-
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kowo do uktadéw B, C oraz D dodawano do pozywki pepton, aby utrzymaé podsta-
wowg aktywnos¢ metaboliczng mikroorganizmow.

Tabela 2
Roztwdr mikroelementéw zastosowany w Sciekach doptywajacych do reaktora A, B, C oraz D
Substancja llos¢ [g/dm3] Substancja ilos¢ [g/dni5j
(NH4)2 S04 0,5 CaCl2 0,5
K2HPO4 1.6 FeSo4 0,2
KH2PO4 0,2 NaCl 0.2

MgS04 2,43

W celu Utrzymania w komorze napowietrzania odczynu w zakresie 6,5-7,0,
w czasie pracy uktadoéw B, C oraz D podjeto prébe skorygowania niskiego pH (5,0-5,5)
poprzez dodawanie do Sciekdw doptywajacych, odpowiednio, NaOH, Na2CO03 lub
buforu KH2P04/NaOH.

Sktady poszczeg6inych doptywdw oraz ChZT doptywu i odptywu uktadéw A, B, C
oraz D przedstawiono na rysunku 1.

Obcigzenie komory napowietrzania tadunkiem zanieczyszczen w uktadach A i B
byto zmienne i wzrastajgce w zakresie, odpowiednio, od 0,57 do 9,13 g ChZT/dm” d
dla uktadu A i od 0,8 do 16 g ChZT/dm” d dla ukiadu B. W uktadach C i D podjeto na-
tomiast prébe utrzymania obcigzenia komory napowietrzania tadunkiem zanie-
czyszczen na statym poziomie w zakresie od 0,7 do 1,2 g ChZT/dm” d.

2.4. Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej i wybranych parametréow badane-
go osadu czynnego

Aktywnos¢ lipaz, wytwarzanych przez mikroorganizmy osadu czynnego, ozna-
czano modyfikowng metodg Winklera i Stuckmanna (18). Metoda ta polega na spek-
trofotometrycznym oznaczaniu wolnego p-nitrofenolu, ktéry powstaje w wyniku re-
akcji hydrolizy p-nitrofenylolaurynianu katalizowanej przez enzymy lipolityczne. Mo-
dyfikacja wykorzystanej metody polegata na wykluczeniu z mieszaniny reakcyjnej
gumy arabskiej, ktéra powoduje dyspersje olejow (wtasciwosci badanego osadu po-
zwalajg na prowadzenie pomiaréw bez jej dodatku) oraz deoksycholanu sodu do-
prowadzajgcego do lizy komoérek bakteryjnych, a w nastepstwie rowniez do mozli-
wosci pomiaru aktywnosci lipaz wewnatrzkomorkowych.

Aktywnos¢ dehydrogenaz wyznaczono na podstawie testu TTC, ktéry opiera sie
na redukcji chlorku 2,3,5-trojfenylotetrazolowego do barwnego formazanu (TF)
w fancuchu oddechowym, w komérkach mikroorganizméw (19).

Akt3ovnos¢ oddechowg wyznaczono za pomocg sondy tlenowej.
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Stezenie biatka oznaczono metoda Lowry’ego, oparta na barwnej reakcji biatek
z odczynnikiem Folina-Ciocalteau.

W celu wyeliminowania btedu spowodowanego przez fadunek oliwy z oliwek,
zawartos¢ zawiesiny organicznej wyznaczono na podstawie réznicy zawartosci za-
wiesiny organicznej pochodzacej z komory oraz zawarto$ci zawiesiny organicznej
W przesgczu tej samej objetosci badanego osadu pobranej z komory.

3. Wyniki badan i ich omowienie

3.1. Poréwnanie aktywnosci enzymatycznych

W reaktorze A, w doplywie ktérego jako jedyne zrédto wegla zastosowano oliwe
z oliwek, maksymalng aktywnos¢ lipolityczng badanego osadu zaobserwowano
w 3 dniu prowadzonego eksperymentu (rys. 2A), po czym w 4 dniu nastgpito jej ob-
nizenie. Najwyzszg aktywnos$¢ oddechowg badanego osadu zaobserwowano w 9 dniu
prowadzonego ukiadu (rys. 2A). Podczas trwania eksperymentu nie przeprowadza-
no korekty pH w komorze napowietrzania. Po 4 dniach prowadzonego ukfadu
stwierdzono obnizenie odczynu do 5,0 (ramka rys. 2A).

W Sciekach doptywajacych do komory reaktora B jako zrédto wegla zastosowa-
no oliwe z oliwek oraz pepton, ktéry dodawano w celu podtrzymania podstawowej
aktywnosci mikroorganizmow. Najwyzsze wartosci badanych aktywnosci enzyma-
tycznych stwierdzono, kolejno, dla aktywnosci dehydrogenaz w 7 dobie, aktywnosci
oddechowej w 8 dobie oraz dla aktywnosci lipolitycznej w 10 dobie (rys. 2B).
Wozrost obcigzenia komory tadunkiem zanieczyszczeh do okoto 15 g ChZT /dm” + d
rozpoczety w 10 dniu pracy reaktora, spowodowat spadek zaréwno aktywnosci li-
politycznej osadu czynnego, jak i aktywnosci dehydrogenaz oraz oddechowej. Ob-
nizenie pH w komorze napowietrzania do 5,0 w 5 dobie eksperymentu (ramka rys.
2B) doprowadzito do znacznego spadku aktywnosci dehydrogenaz, w zwiazku
z czym niezbedna okazata sie korekta odczynu Sciekéw doptywajgcych i podczas
prowadzenia uktadu B zastosowano NaOH. Podwyzszenie pH pozywki do 7,0 po-
zwolito na utrzymanie w komorze napowietrzania odczynu 6,5.

Podczas prowadzenia uktaddéw C i D podjeto prébe utrzymania statego obcigze-
nia komory napowietrzania tadunkiem zanieczyszczen, wykorzystujgc w doptywie
jako zrédto wegla oliwe oraz pepton.

W uktadzie C znaczacy wptyw na badane wartosci aktywnosci enzymatycznych
miato niestabilne pH, wahajgce sie w granicach 5,5-7,5 (ramka rys. 2C). Wysokg ak-
tywnos$¢ lipolitycznag badanego osadu stwierdzono w 2 dobie prowadzonego ekspe-
rymentu, a nastepnie w dniach 8-9 oraz w 11 dobie (rys. 2C). Niskg aktywno$¢ dehy-
drogenaz w dniach 4-8 wyjasni¢ mozna niskim pH w komorze napowietrzania.
Wzrost pH w komorze do wartosci 7,5 spowodowat gwattowny wzrost aktywnosSci
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dehydrogenaz w 10 dniu. Przez pierwsze 7 dni prowadzonych badan aktywnos¢ od-
dechowa utrzymywata sie na stalym poziomie. Maksymatng warto$¢ aktywnosci od-
dechowej zaobserwowano w 8 dniu. Ustabitizowanie pH do 7,0 spowodowato utrzy-
mywanie sie aktywnosci lipolitycznej na statym poziomie, natomiast po gwattow-
nym wzroscie odczynu w 1! dniu nastgpit znaczny spadek aktywnosci dehydrogenaz,

W uktadzie D w celu utrzymania statlego pH réwnego 6,5 w komorze napowie-
trzania zastosowano bufor KH2P04/NaOH. Przez 8 dni prowadzonego do$wiadcze-
nia wzrost aktywnosci lipotitycznej pociggat za sobg wzrost aktywnosci dehydroge-
naz (rys. 2D). Zwigzki powstate w wyniku hydrolizy substancji ttuszczowych byly wy-
korzystywane jako zrédto wegla i energii, a w ich biologicznym utlenianiu braty
udziatl enzymy z grupy dehydrogenaz. Aktywnos¢ oddechowa utrzymywata sie na
stalym poziomie. W 9 dniu zaobserwowano wzrost zaréwno aktywnosci lipolitycz-
nej, jak i oddechowej badanego osadu. Maksymalng aktywnos¢ dehydrogenaz zaob-
serwowano w 10 dniu.

3.2. Poréwnanie wybranych parametréw badanego osadu czynnego

Osad czynny pobrany z reaktora A najwyzsze wiasciwosci sedymentacyjne osigg-
nat w 5 dobie (rys. 3A), W dobie 7 natomiast badany osad czynny wystepowat w for-
mie zdyspergowanej. jednoczesnie zaobserwowano wzrost aktywnosci lipotitycznej
i oddechowej. Stopniowa poprawe wtasciwosci sedymentacyjnych osadu stwierdzo-
no w dniach 8-10. Potaczona ona byfa ze znacznym obnizeniem aktywnosci tipoli-
tycznej, wysoka aktywnoscig oddechowg oraz wzrostem zawartosci zawiesiny orga-
nicznej oraz zwiekszeniem stezenia biatka (rys. 2A oraz rys. 4A). Wspo6tczynnik ko-
relacji pomiedzy zawartoScig zawiesiny organicznej a stezeniem biatka byt wysoki
i wynidst 0,789 (tab. 3).

Najnizsze wtasciwosci sedymentacyjne osadu czynnego pobranego z reaktora B
zaobserwowano w dniach 6-7 (rys. 3B). jednoczesnie od 6 doby stwierdzono wzrost
aktywnosci enzymatycznych badanego osadu, co mogto by¢ spowodowane korekcja
pH pozywki w 5 dniu i stopniowym podwyzszaniem odczynu w komorze napowie-
trzania (rys. 2B). Poprawa wtasciwosci sedymentacyjnych osadu w 8 dniu mogta by¢
spowodowana ustabilizowaniem pH do wartosci 6,5. Spadek wtasciwosci sedymen-
tacyjnych osadu w dobie 6 polgczony byt ze zmniejszeniem stezenia biatka, jednak
zawartos¢ zawiesiny organicznej w tym czasie wzrosta. Zawarto$¢ zawiesiny orga-
nicznej w dniach 6-10 utrzymywata sie na statym poziomie, natomiast w dniach
11-12 obserwowano znaczne jej obnizenie, co potgczone bylo ze spadkiem aktyw-
nosci enzymatycznych badanego osadu (rys. 2B oraz rys. 4B). Wsp6tczynnik korela-
cji pomiedzy zawartoscig zawiesiny organicznej a stezeniem biatka wyniost 0,406
(tab. 3).
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Tabela 3

Zestawienie wspotczynnikéw korelacji pomiedzy biatkiem z zawarto$cig zawiesiny organicznej dla uktadéw
A, B, C oraz D

Uktad Wspétczynnik korelacji biatko/zawiesina organiczna
A 0,789
B 0,406
C - 0,059
D - 0,050

Osad czynny pobrany z reaktora C przez 11 dni wykazywat bardzo dobre wtas-
ciwosci sedymentacyjne (rys. 3C). Spadek wtasciwosci sedymentacyjnych badanego
osadu w dobie 12 potaczony byt z obnizeniem aktywnosci enzymatycznych oraz ze
zmniejszeniem stezenia biatka (rys. 4C). Zawarto$¢ zawiesiny organicznej charakte-
ryzowata wysoka niestabilnos¢, powodem ktérej mogty by¢é zmienny odczyn w ko-
morze napowietrzania w granicach 5,5-7,5 i zastosowanie w dniach 7-8 weglanu
sodu, a w dniach 9-14 buforu KH2P04/NaOH w celu utrzymania pH w zakresie
6,5-7,0. Wspoitczynnik korelacji pomiedzy zawartoscig zawiesiny organicznej a ste-
zeniem biatka wynidést - 0,059, co oznacza brak liniowej zaleznosci miedzy bada-
nymi parametrami (tab. 3).

Osad czynny pobrany z reaktora D praktycznie przez caly okres prowadzenia do-
Swiadczenia charakteryzowat sie bardzo dobrymi wtasciwosciami sedymentacyjny-
mi (rys. 3D), jedynie w dniach 5-7 zaobserwowano nieznaczne pogorszenie zdolno-
sci sedymentacyjnych. W 7 dobie stwierdzono wzrost zawartosci zawiesiny orga-
nicznej (rys. 4D). W 8 dobie zaobserwowano spadek zarbwno zawartosSci zawiesiny
organicznej, jak i stezenia biatka. Réwnoczesnie w tym dniu stwierdzono obnizenie
aktywnosci dehydrogenaz oraz aktywnosci lipolitycznej badanego osadu. Od 9 dnia
obserwowano stopniowy wzrost stezenia biatka, natomiast zawarto$¢ zawiesiny or-
ganicznej utrzymywala sie na statym poziomie, z wyjatkiem 12 doby, kiedy odnoto-
wano jej spadek. Wspétczynnik korelacji pomiedzy zawartoscig zawiesiny organicz-
nej a stezeniem biatka wynidst - 0,05, co oznacza brak liniowej zaleznosci miedzy
badanymi parametrami (tab. 3).

3.3. Dyskusja wynikow

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pomimo zastosowania
réznych kombinacji substratow oraz niestabilnego pH w komorze napowietrzania
podczas prowadzenia ukladéw A, B oraz C, kolejnos¢ nastepowania maksymalnych
aktywnosci enzymatycznych badanego osadu czynnego tworzy podobny schemat.
Zaréwno podczas pracy reaktora A, C i D jako pierwszg najwyzsza stwierdzono ak-
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tywnos¢ lipolityczna. Jedynie w ukfadzie B zaobserwowano Jako pierwsza maksy-
malng aktywnos¢ dehydrogenaz, Jednak towarzyszyt Je] réwniez wzrost aktywnosci
lipolitycznej badanego osadu. Metabolity powstate w wyniku hydrolizy substancji
ttuszczowych wykorzystywane sg przez komérki mikroorganizméw Jako zrédio we-
gla i energii, a w ich biologicznym utlenianiu biorg udziat enzymy z grupy dehydro-
genaz.

W ukfadach B i C obserwowano wysokag aktywnos¢ dehydrogenaz w pierwszej
dobie doswiadczenia. Mogta by¢ ona spowodowana rozpoczeciem pracy bioreakto-
réow, poprzez podawanie w Sciekach doptywajacych peptonu w celu zapoczatkowa-
nia i utrzymania podstawowej aktywnosci mikroorganizmow. Podczas pracy uktadu
D, zasilanego doptywem rowniez zawierajgcym pepton, aktywnos¢ dehydrogenaz
na poczatku trwania eksperymentu stopniowo wzrastata. Powodem mogto by¢ za-
stosowanie buforu fosforanowego utrzymujgcego state pH w komorze napowie-
trzania.

Pomimo ze zgodnie z biochemiczng regutg nastepowania po maksymalnej ak-
tywnosci lipolitycznej najwyzszej aktywnosci dehydrogenaz, na podstawie przepro-
wadzonych badan Jako kolejng maksymalna, dla uktadu B, zaobserwowano aktyw-
nos¢ oddechowg. Podczas prowadzenia reaktora C oraz D maksimum aktywnosci
oddechowej potaczone bylo z najwyzszg aktywnoscia lipolityczng badanego osadu
czynnego, jedynie w trakcie prowadzenia uktadu A najwyzszej aktywnosci oddecho-
wej towarzyszyta najnizsza aktywnos¢ lipolityczng osadu.

Przyczyng wystgpienia najwyzszej aktywnosci lipolitycznej potgczonej z maksy-
malng aktywnoscig oddechowg osadu pochodzacego z reaktora C oraz D moglyby
by¢ zmiany cyklu metabolicznego w komérkach mikroorganizmow. Podczas rozpo-
czecia pracy reaktora nastepuje rozproszenie biopreparatu w catej Jego objetosci.
Biopreparat zawiera mikroorganizmy zdolne do tworzenia klaczkéw, do powierzch-
ni ktérych przytaczajg sie bakterie z gatunku Pseudomonas fluorescens. Pateczki te za-
czynajg produkowac lipazy. Enzymy przeprowadzajg hydrolize substancji ttuszczo-
wych i wokoét klaczka gromadzg sie substraty pokarmowe, m.in. wolne kwasy
ttuszczowe, ktore stanowig tatwo dostepne zrodto wegla i energii. Uwolnione kwa-
sy tluszczowe zostajag wprowadzane do komdrek mikroorganizméw i w wyniku
P-oksydacJi powstaje acetylo-CoA. Nadmiar dostepnej energii doprowadza do wspot-
zawodnictwa cyklu kwasu cytrynowego i cyklu glioksalowego o izocytrynian, w wy-
niku czego w komérkach Pseudomonasfluorescens mozliwe Jest skrécenie cyklu pozy-
skiwania energii z substratdw pokarmowych i efektywniejsze przeznaczenie JeJ na
procesy biosyntez.

Izocytrynian stanowi gtdéwny zwigzek w punkcie rozgatezienia cykli kwasu cytry-
nowego i glioksalowego. Enzymem biorgcym udzial w rozdzielaniu izocytrynianu
pomiedzy te dwa cykle Jest dehydrogenaza izocytrynianowa, ktorej regulacja opiera
sie na modyfikacji kowalencyjnej. W wyniku fosforylacji dehydrogenazy izocytrynia-
nowej przez specyficzna kinaze nastepuje inaktywacja enzymu, a izocytrynian ulega
wprowadzeniu w cykl glioksalowy prowadzacy do syntezy m.in. glukozy, aminokwa-
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Rys. 5. Schemat cyklu kwasu cytrynowego i cyklu glioksalowego.

sow czy tez nukleotydéw. W momencie, gdy doc

tywujac enzym, a izocytrynian zostaje wigczony

Dzieki skréceniu cyklu wigczanie acetylo-CoA w szlak metaboliczny moze zacho-
dzi¢ w dwéch miejscach: z udzialem syntazy cytrynianowe] zostaje przytaczony do
szczawiooctanu oraz w wyniku aktywnosci syntazy jabticzanowej mozliwe jest prze-

hodzi do nagromadzenia interme-
diatow cyklu kwasu cytrynowego oraz obnizenia wskaznikéw energetycznych ko-
morki, fosfataza usuwa grupe fosforylowag z dehydrogenazy izocytrynianowej reak-

w cykl kwasu cytrynowego.

ksztatcenie glioksatanu w jabtczan (20,21) (rys. 5).
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Wptyw substrata na zmiany aktywnosci lipolitycznej i parametry osadu czynnego

Przestawienie cyklu umozliwia szybkie zuzywanie substratu pokarmowego i po-
zyskiwanie energii przeznaczonej na synteze enzymdw lipolitycznych oraz na repro-
dukcje komorek bakteryjnych. Skrécenie cyklu wymaga wyzszej aktywnosci meta-
bolicznej, w zwigzku z czym wysokiej aktywnosci lipolitycznej towarzyszy wysoka
aktywnos¢ oddechowa. Jednak gdy klaczek osiagnie okreslony rozmiar, nastepuje
jego rozpad na skutek starzenia komérek oraz gromadzenia szkodliwych produk-
tow przemiany materii. Przyczyng rozpadu kltaczka moze by¢ takze namnozenie sie
komorek Pseudomonas fluorescens, ktore doprowadzajg do zatamania jego struktury.
Teoretycznie po rozpadzie ktaczkdédw obserwuje sie spadek zdolnosci sedymentacyj-
nych osadu czynnego, czego jednak nie zaobserwowano w przeprowadzonych ba-
daniach, w zwigzku z czym hipoteza wymagataby dalszych eksperymentéw w celu
jej potwierdzenia.

Najwyzszg aktywnos$¢ dehydrogenaz osadu czynnego w reaktorze C oraz D
stwierdzono po maksymalnej aktywnosci lipolitycznej i oddechowej. Przesuniecie
to rowniez mogto wynikaé¢ ze skrécenia cyklu pozyskiwania energii z substratéw po-
karmowych, w czasie ktérego nastepuje spadek pH i inhibicja enzymoéw wewnatrz-
komoérkowych (19).

Na podstawie wyznaczonych wspotczynnikow korelacji nie stwierdzono linio-
wych zalezno$ci pomiedzy badanymi aktywno$ciami enzymatycznymi osadu czyn-
nego (tab. 4). Najwyzsze wspotczynniki korelacji wyznaczono dla uktadu B oraz D
pomiedzy aktywnoscig lipolityczng i oddechowsg, co jest réwniez zgodne z posta-
wiong teorig skrocenia cyklu pozyskiwania energii z substratow pokarmowych
przez komorki Pseudomonas fluorescens.

Tabela 4

Zestawienie wspoétczynnikéw korelacji pomigdzy poszczegdélnymi aktywnosciami enzymatycznymi
dla uktadéw A, B, C oraz D.

Reaktor Wspobtczynnik korelacji AL/AD Wspétczynnik korelacji AL/AO Wspétczynnik 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 koncowe

Uzyskane na podstawie przeprowadzonych badan wyniki prowadzg do naste-
pujacych wnioskow:

- Podczas pracy uktadéw zasilanych doplywem o stalym tadunku zanieczysz-
czen, kolejno$¢ nastepowania maksymalnych aktywnos$ci enzymatycznych badanego
osadu czynnego tworzy schemat: jako pierwszg najwyzszg obserwowano aktywnos$¢
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lipolityczna, wraz z towarzyszaca jej maksymalng aktywnoscia oddechowa. Ostatnig
najwyzszg obserwowano aktywno$¢ dehydrogenaz.

- Przyczynami wystapienia najwyzszej aktywnosci lipolitycznej potaczonej z mak-
symalng aktywnoscig oddechowa osadu pochodzacego z reaktorow zasilanych do-
ptywem o statym tadunku zanieczyszczen mogty by¢ zmiany cyklu metabolicznego
w komérkach szczepu Pseudomonas fluorescens. W wyniku namnozenia tych pate-
czek, powiekszenia struktury ktaczka, wspétzawodnictwa cyklu kwasu cytrynowego
i glioksalowego o izocytrynian, a takze przypuszczalnie zaistnienia warunkéw bez-
tlenowych wewnatrz ktaczkéw, w komorkach Pseudomonas fluorescens nastepuje
skrocenie cyklu pozyskiwania energii z substratow pokarmowych. Przestawienie na
cykl glioksalowy wymaga wyzszej aktywnosci metabolicznej, w zwigzku z czym wy-
sokiej aktywnosci lipolitycznej towarzyszy wysoka aktywnos$¢ oddechowa. Przesu-
niecie maksymalnej aktywnosci dehydrogenaz, obserwowane po najwyzszej aktyw-
nosci lipolitycznej i oddechowej, rowniez moze wynika¢ ze skrocenia cyklu, w cza-
sie ktérego nastepuje spadek pH i inhibicja enzyméw wewnatrzkomérkowych.

- Wysoka aktywnos$¢ dehydrogenaz w pierwszych dniach prowadzonych ukia-
doéw B i C, mogta by¢ spowodowana rozpoczeciem pracy bioreaktoréw poprzez po-
dawanie w Sciekach doptywajacych peptonu w cetu zapoczgtkowania i utrzymania
podstawowej aktywnosci mikroorganizmow. Stopniowe wzrastanie aktywnosci de-
hydrogenaz podczas pracy uktadu D, pomimo dodawania peptonu do preparowane-
go doptywu, mogto wynika¢ z zastosowania buforu fosforanowego utrzymujacego
state pH w komorze napowietrzania.

- Istotnym czynnikiem wplywajagcym na aktywnosci enzymatyczne badanego
osadu czynnego jest odczyn w komorze napowietrzania. W zwigzku z tym podjeto
probe utrzymania statego pH w zakresie 6,5-7,0 i jako najefektywniejszg metode
uznano buforowanie preparowanego doptywu za pomocg KH2P04/NaOH.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu
nr 1TO9D 059 30 ,,Kontrola i ocena procesu enzymatycznej hydrolizy lipidéw w $rodowisku wodnym”.
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