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Preparat
mikrobiologiczny
do rozktadu NLPZ

NAZWA TECHNOLOGII (KNOW HOW)

Preparat mikrobiologiczny oparty na immobilizowanych mikroorganizmach wspomagajacy prace osadu
czynnego oczyszczalni Sciekdw w usuwaniu niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) oraz
fenoli.

OPIS TECHNOLOGII, UStUGI LUB WYNIKOW BADAN (STRESZCZENIE)

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie biologicznymi metodami oczyszczania $ciekdw, przede
wszystkim ze wzgledu na ich proekologiczny charakter i niskie koszty produkcji i stosowania. Jednak
istnieje grupa zanieczyszczen odpornych na mikrobiologiczng degradacje. Nalezg do nich farmaceutyki
oraz fenole, ktdre negatywnie oddziatujg na organizmy zywe. Problemem jest jednak przezywalnosc¢
introdukowanych mikroorganizméw w warunkach osadu czynnego.

W opracowanym preparacie wykorzystano w petni potencjat degradacyjny mikroorganizmow
immobilizowanych szczepéw bakterii do rozktadu NLPZ oraz wysokich stezen fenolu. Zastosowanie
nos$nika w postaci naturalnej gabki roslinnej z Luffa cylindrica umozliwia rozwigzanie problemu
przezywalnosci szczepow introdukowanych do mikrobiomu osadu czynnego. Uzyskany w ten sposdb
preparat mozna stosowac¢ do wspomagania procesdéw oczyszczania sciekdw.

StOWA KLUCZOWE

biopreparat, NLPZ, fenole, immobilizowane bakterie, degradacja

OPIS ASPEKTOW INNOWACYJNYCH
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Obecnie na rynku nie ma mikrobiologicznego preparatu stuzgcego do usuwania NLPZ ze Sciekdw.
Dostepne preparaty, niespetniajgce w petni powyzej wymienionych kryteridow, sg niewystarczajgce do
oczyszczania sciekdw obcigzonych wysokimi stezeniami fenoli.

Przedmiotowy preparat jest produktem kompleksowym, zawierajgcym w swoim sktadzie szczep
Stenotrophomonas maltophilia KB2, ktéry jest szczepem zdolnym do rozktadu szerokiej gamy fenoli, w
tym tak trudno degradowalnych i wysoce toksycznych chloro- i nitrofenoli. Ponadto szczep ten zdolny
jest rowniez do rozktadu ekstremalnie wysokich stezen fenolu (1 kg/m3). Preparat o takim sktadzie
umozliwia rozktad najpopularniejszych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych takich jak ibuprofen,
paracetamol, naproksen i diklofenak dzieki zastosowaniu wyspecjalizowanych w degradacji tych
zwigzkow szczepow bakterii.

Nowoscig jest zastosowanie naturalnego, nietoksycznego, niedrogiego i biodegradowalnego nosnika,
jakim jest gagbka roslinna z Luffa cylindrica, do immobilizacji bakterii o wysokim potencjale
degradacyjnym zwigzkéw aromatycznych. Zastosowanie takiego nosnika zwieksza szanse przezycia
zaimmobilizowanych mikroorganizméw w $rodowisku konkurencyjnych mikroorganizméw osadu
czynnego. Ponadto nosnik dziata ochronnie dla mikroorganizmdéw, w zwigzku z tym sg one mniej
wrazliwe na zmieniajgce sie warunki otoczenia oraz toksyczne dziatanie zanieczyszczen. Dodatkowo
biodegradowalnos¢ nosnika gwarantuje, iz po zastosowaniu preparatu nie bedzie on zalegat w
elementach instalacji oczyszczalni Sciekdw, generujac kosztdw czyszczenia i konserwacji ani przerw w
funkcjonowaniu przedsiebiorstwa.

OPIS GROWNYCH ZALET

e duza skutecznosé w usuwaniu paracetamolu, ibuprofenu, naproksenu i diklofenaku
e opornos¢ na toksyczne zwigzki obecne w $ciekach
e kompleksowos¢ sktadu

e bezpieczny i tani nosnik zapewniajgcy przezywalnos¢ bakterii (z mozliwoscig wzmocnienia
syntetycznym dodatkiem)

OPIS ZASTOSOWANIA RYNKOWEGO

Do gtéwnych odbiorcéw przedmiotowego rozwigzania naleze¢ bedg w szczegélnosci:
e oczyszczalnie Sciekdw komunalnych;

e oczyszczalnie przy zaktadach przemystowych, w tym przemystu farmaceutycznego,
papierniczego, drzewnego, chemicznego;

e samorzady miast odpowiedzialne za przeprowadzanie rekultywacji zbiornikdw wodnych,

e inwestorzy branzowi — firmy zajmujgce sie produkcjg i dostarczaniem preparatow do
oczyszczalni $ciekdw oraz ustug w zakresie rekultywacji terendw,

e inwestorzy indywidualni posiadajgcy zbiorniki bezodptywowe lub przydomowe oczyszczalnie
Sciekdw.
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OPIS METODOLOGII BADAN

W badaniach zostaty wykorzystane bakterie z kolekcji szczepdw Uniwersytetu Slaskiego w
Katowicach: Bacillus thuringiensis B1, degradujgcy naproksen i ibuprofen, Pseudomonas moorei KB4
degradujacy paracetamol i diklofenak oraz Stenotrophomonas maltophilia KB2 i Planococcus sp. S5
zdolne do rozktadu fenoli. Inokulum do immobilizacji stanowity zawiesiny badanych szczepéw
bakteryjnych.

Szczep Bacillus thuringiensis B1 namnazany byt w pozywce HCT. Szczepy S5 oraz KB2 namnazane byly
w bulionie odzywczym odpowiednio przez 72 i 24 godziny, w 30°C, w warunkach wytrzgsania. Szczep
KB4 namnazany byt w pozywce LB przez 24 godziny w 30°C, w warunkach wytrzgsania. Nastepnie,
namnozone hodowle byly zwirowywane (5000g, 42C, 15 min) i zawieszane w jatowej minimalnej
pozywce mineralnej (MSM) o sktadzie: 3,78 g/L Na2HPO4 x 12H20, 0,5 g/L KH2PO4, 5 g/L NH4CI, 0,2
g/L MgS04 x 7H20 oraz 0,01 g/L ekstraktu drozdzowego. Gabki Loofah suszone byty w eksykatorze w
celu ustalenia suchej masy. Z tak przygotowanego materiatu zostaty uformowane prostopadtosciany o
wadze 150 mg+l0 mg. Uzyskane nosniki nastepnie dwukrotnie zostaty przeptukane w wodzie
destylowanej oraz wysterylizowane (1219C, 1,2 atm, 20 min).

W celu immobilizacji komérek szczepu S5 - 0,75 g gabki Loofah inkubowane byto w 100 ml zawiesiny
komadrek S5 o gestosci optycznej 1,2 (OD600) w pozywce MSM (3,78 g Na2HP0O4x12H20, 0,5 g KH2PO4,
5 g NH4CI, 0,2 g MgS04 x 7H20, 0,01 g ekstraktu drozdzowego, woda destylowana do objetosci 1 1) o
pH 7,2; suplementowane] glukozg (0,5 g/L), NaCl (10 g/L) oraz MnSO4 (0,01 g/L) i wytrzgsanej przy
predkosci 90 rpm przez 72 godziny w 30°C. W celu immobilizacji komdrek szczepu B1(2015b) - 0,75 g
gabki Loofah inkubowane bedzie w 100 ml zawiesiny komérek B1(2015b) o gestosci optycznej
0,2(0D600) w pozywce HCT o pH 8, suplementowanej glukozg (0,5 g/L) oraz MnSO4 (1 g/L) i
wytrzasanej przy predkosci 110 rpm przez 48 godzin w 20°C.

W celu immobilizacji komérek szczepu KB4 - 0,75 g ggbki Loofah inkubowane bedzie w 100 ml zawiesiny
komarek KB4 o gestosci optycznej 1,2 (OD600) w pozywce MSM o pH 8, wytrzgsanej przy predkosci 130
rpm przez 24 godzin w 35°C.

W celu immobilizacji komérek szczepu KB2 - 0,75 g ggbki Loofah inkubowane bedzie w 100 ml zawiesiny
komarek KB2 o gestosci optycznej 1,2 (OD600) w pozywce MSM o pH 7,2, wytrzgsanej przy predkosci
130 rpm przez 72 godzin w 30°C. W kolejnym kroku gabki Loofah z immobilizowanymi komérkami
badanych szczepow ptukane byty dwukrotnie 0,9% roztworem NaCl i wykorzystywane w dalszych
badaniach. Badania w ukfadach stacjonarnych prowadzone byty w pozywce mineralnej MSM. W celu
wyboru odpowiedniego skfadu preparatu do pozywki mineralnej suplementowanej 250 ul/l kazdego z
badanych lekdw (naproksen, paracetamol, diklofenak, ibuprofen) oraz 150 mg/I fenolu wprowadzone
zostaty preparaty odpowiednio o sktadzie (1) B1, KB4, KB2; (2) B1, KB4, S5; (3) B1, KB4, KB2, S5.

W celu okreslenia optymalnej ilo$ci badanego preparatu do pozywki mineralnej suplementowane;j
fenolem w stezeniu 0,5 mg/l lub 300 mg/l oraz mieszaning lekdw w sumarycznym stezeniu 0,1mg/I lub
0,5 mg/l wprowadzano zaproponowane trzy rézne ilosci badanego preparatu.

Hodowle prowadzone byty przez 4 tygodnie lub do catkowitej degradacji zwigzkdw, z wytrzgsaniem 130
rpm z wykorzystaniem wytrzgsarek Certomat.
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Stezenie lekéw oraz fenolu w hodowlach stacjonarnych i bioreaktorze oznaczane byto co 24 godziny
przy uzyciu HPLC wyposazonego w kolumne Ascentis® Express C18 (10 cm x 4,6 mm; 2,7 um) o
odwrdéconym uktadzie faz, przedkolumne OPTISOLV® EXP i detektor UV/VIS typu DAD. Faza ruchoma
dla naproksenu, ibuprofenu i fenolu sktadata sie z 1% kwasu octowego i acetonitrylu (50:50 v/v), przy
przeptywie wynoszgcym 1 ml/min. Faza ruchoma dla paracetamolu sktadata sie z 1% kwasu octowego
i metanolu (95:5 v/v), przy przeptywie wynoszgcym 1 ml/min. Faza ruchoma dla diklofenaku sktadata
sie z acetonitrylu, 1% kwasu octowego i metanolu (50:30:20 v/v/v), przy przeptywie wynoszacym 1
ml/min. Detekcje naproksenu i paracetamolu prowadzono przy dtugosci fali A = 260 nm, ibuprofenu
przy dtugosci fali A = 230 nm, diklofenaku przy dtugosci fali A = 276 nm, a fenolu przy dtugosci fali A =
272 nm. Do oznaczenia zwigzkéw pobierane byty 1,5 ml prébki i odwirowywane (14000 rpm, 20 min) z
wykorzystaniem wirdwki typu Eppendorf. Badane zwigzki w supernatancie, identyfikowane byty na
podstawie czasu retencji i widma UV/VIS roztworu wzorcowego. Aktywnos$¢ metaboliczna preparatéw
oznaczana metodg z dioctanem fluoresceiny.

Badania w uktadzie bioreaktorowym prowadzone byty w reaktorze zawierajgcym 1 | osadu czynnego z
oczyszczalni $ciekdw Klimzowiec Chorzéw- Swietochtowice, $cieki syntetyczne (160 mg peptonu, 110
mg ekstraktu miesnego, 30 mg mocznika, 28 mg KH2P0O4, 7 mg NaCl, 4 mg CaCl2x2H20, 2 mg
MgS04x7H20). Scieki syntetyczne suplementowane byty 250 ug/| kazdego z badanych lekéw oraz 150
mg/| fenolu. Hodowla prowadzona w warunkach ciggtego napowietrzania, w temperaturze 15 stopni
Celsjusza. Obserwacja zmian struktury nosnika prowadzona z zastosowaniem oraz z wykorzystaniem
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) wg Dzionek i in. (2018). Monitorowanie BZT oraz stezenia
azotu amonowegooraz azotandw (lIl) i (V) prowadzone byty bedzie zgodnie z Michalska et al. (2019).
Badania przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Wyniki analizowano przy uzyciu programu
STATISTICA PL 13.1.
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