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BIOTRANSFORMACJA FOSFOGIPSU W HODOWLACH
BEZTLENOWEJ MIKROFLORY NAMNAZANEJ Z ROZNYCH
SRODOWISK NA PODLOZACH Z ETANOLEM

Streszczenie.  Poszukiwano  bakterii  redukujacych  siarczany, zdolnych do
biotransformaciji fosfogipsu w podiozu z etanolem, w dwoch Srodowiskach naturalnych i
dwoch zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi. Stwierdzono, ze w beztlenowych
hodowlach pochodzacych ze srodowisk zanieczyszczonych produkcja HzS byta wieksza niz w
hodowlach mikroorganizméw pochodzacych ze $rodowisk naturalnych. Maksymalng
aktywnos¢, wyrazong szybkoscig biotransformaciji fosfogipsu (0,35 g/L/dobe), stwierdzono w
hodowli BRS pochodzgcej z gleby zanieczyszczonej paliwem plynnym na podiozu Postgate z
etanolem (okoto 50mM).

BIOTRANSFORMATION OF PHOSPHOGYPSUM IN ANAEROBIC
CULTURES OF MICROFLORA FROM VARIOUS ENVIRONMENTS IN
MEDIA WITH ETHANOL

Summary. A search was made for sulphate reducing bacteria capable of the
biotransformation of phosphogypsum in medium with ethanol in two natural environments
and two environments contaminated with crude oil-derived products. It was found that the
production of H2S in anaerobic cultures from contaminated environments was higher than in
the cultures of micro-organisms from natural environments. The maximal activity, expressed
by rate of phosphogypsum biotransformation (0.35 g/L/day), was found in SRB culture set up
in Postgate medium containing ethanol in concentration approx. 50 mM from sail
contaminated with liquid fuel.
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WSTEP

W Wizowie k. Bolestawca znajduje sie hatda gromadzaca okoto 2 min ton fosfogipsu.
Fosfogips jest produktem odpadowym, ktéry powstawat podczas produkcji kwasu
fosforowego z koncentratow apatytowych w Zakladach Chemicznych ,Wiz6w” . Hatda tego
odpadu jest dos¢ jednorodna, skfada sie bowiem w 95% z gipsu i niewielkich ilosci bassanitu.
Reszte stanowig nieprzereagowane resztki skaty, niewyptukane kwasy i przypadkowe
zanieczyszczenia [4],

Fosfogips ma silnie kwasny odczyn, co powoduje, ze jest on dla srodowiska naturalnego
ucigzliwym odpadem przemystowym Dodatkowo rozpuszczanie si¢ gipsu powoduje, ze do
gruntéw przedostajg sie jony S04, ktére sgjednym z wazniejszych akceptorow elektronéw w
procesie beztlenowego rozktadu materii organicznej.

W naturalnych s$rodowiskach w wyniku beztlenowego rozktadu materii organicznej
pojawiajg sie rozne proste zwigzki. Jednoczesna obecnos¢ tych zwigzkéw i SO4 oraz
odpowiednio niski potencjat oksydoredukcyjny (<-100 mV) stwarzajg warunki do
namnozenia sie bakterii redukujgcych siarczany [8],

Jednym z dostepnych dla bakterii redukujgcych siarczany (BRS) zrédet wegla jest
etanol - produkt koncowy homo- i heterofermentacji cukréw. Korzystanie z etanolu przez
BRS jest dos¢ powszechne. Ws$réd zrédet wegla dostepnych dla tej grupy bakterii etanol jest
wymieniany natrzecim miejscu po mleczanie i pirogronianie [1],

Niektore gatunki BRS, jak np.Desulfobacler postgatei, moga utlenia¢ etanol catkowicie,
a inne, jak np. Desulfobulbus propionicus czy Desulfovibho baculatus, tylko do octanu
Bakterie catkowicie utleniajgce etanol moga réwniez wykorzystywacé octan utleniajgc go do
Co02[6]

Cecha wykorzystywania etanolu zostata dotychczas stwierdzona u ponad 30 gatunkow i
szczepOw nalezacych do 12 réznych rodzajéw BRS. Wiedza o wykorzystywaniu etanolu
przez wigkszos$¢€ z nich sprowadza sie jednak do stwierdzenia tego faktu.

W dostepnej literaturze znaleziono zaledwie trzy prace dotyczgce kinetyki wzrostu BRS
w hodowlach stacjonarnych na podiozu z etanolem i siarczanami [5, 12, 10], Dane uzyskane
przez tych autoréw sg zebrane w ponizszej tabeli.

W hodowlach cigglych, w ktérych nie kumuluje sie toksyczny H2S, wzrost BRS jest
znacznie szybszy [12]. W laboratoryjnych hodowlach ciggtych prowadzonych w
dwustopniowym ztozu ekspandowanym, na podtozu z 3 g/L etanolu i 1,5 g/L S04, De Smul i
wsp. [11] uzyskiwali wydajno$¢ usuwania siarczanéw rzedu 10-12 g S/L/dobe.

Celem pracy byto poszukiwanie w r6znych srodowiskach mikroorganizmoéw zdolnych do
intensywnej biotransformacji fosfogipsu w podtozach z etanolem.
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Tabela 1
Parametry kinetyczne wzrostu BRS w hodowlach stacjonarnych
na podtozu z etanolem i siarczanami
Stezenie  Stezenie
BRS . . . -

atunek lub szcze etanolu siarczandw  Parametry kinetyczne Pozycja literatury

g Prommy  (mwm)
ibri meks. = 0,036 h'l .
Desulfovibrio 20 10 g Kremer i wsp., 1988
20020 Ymoi ~ 1,7 g Ckom/tUOI
ibri meks. = 0,088 h"

Qesulfowbno 20 10 9 ' Kremer i wsp., 1988
gigas Y mol ~ 1,8 g Okom/mol
Desulfovibrio 5 5 gmaks. = 0,023 h™ Szewzyk i Pfennig,
gigas Ymoi = 3,0 g sm/mol 1990
Desulfovibrio 5 5 gmaks. = 0,032 h 1 Szewzyk i Pfennig,
vulgaris Marburg Ymoi = 2,6 g sm/mol 1990
DeSUIfOY'br'O gmeks =0,018 H™ Szewzyk i Pfennig,
desulfuricans 5 5 =34 mol 1990
Essex 6 Ymoi = 3,4 g sm/mo
Desulfotomaculum 5 5 gmeks. = 0,033 h'l Szewzyk i Pfennig,
orientis Ynd = 3,4 g sm/mol 1990
Desulfobulbus 5 5 gmaks. = 0,033 h'l Szewzyk i Pfennig,
propionicus Yn0 = 5,2 g sm/mol 1990
Desulfovibrio 10 28 vimoi = 7.9 /mol Reichenbecher i
inopinaius mol = 7,9 g smimo Schink, 1997

MATERIALY | METODY

Mikroorganizmy. Do badan uzyto czterech zespotéw beztlenowych bakterii namnozonych na
podtozu z etanolem i fosfogipsem: dwoéch z zaolejonej gleby (teren oczyszczalh). rafinerii
Ptock SA. i gleba skazona ptynnym paliwem) i dwoch ze $rodowisk naturalnych (gleba
ogrodowa i mut z Wisty) oraz jednego zespotu (mieszanka bakterii - M8), namnozonego na
podtozu z mleczanem i fosfogipsem. Mieszanka roznych szczepéw BRS (M8) zostata
uzyskana w 1989 r. przez potaczenie 8 hodowli bakterii namnozonych na podiozu z
mleczanem z nastepujacych Srodowisk (mut z Wisty [2 r6zne hodowle], gnojowica $wiriska,
mut z Baltyku [gteboko$¢: 50 i 235 m], rdza z dzwonu wodorowego, ciepte zZrodio ze
Swoszowic i osad ze zbiornika wodoru zaktadu produkujgcego potprzewodniki). Mieszanka
ta przez caty czas hodowana byta na podtozu z mleczanem.

Warunki hodowli. Hodowle stacjonarne o objetosci 300 mL prowadzone byty w butelkach
poiniekcyjnych o objetosci 330 mL, zamknietych gumowymi korkami. Prébki do analiz
pobierano strzykawkami lekarskimi osadzonymi na state w korkach. Wszystkie hodowle
inkubowano w termostacie w temperaturze 30°C. Stosunek objeto$ciowy inokulum do
podioza we wszystkich hodowlach wynosit 1:10.
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Namnazanie bakterii w podtozu z etanolem. Prébki badanych $rodowisk mieszano z
fosfogipsem, napetniano nimi plastikowe przezroczyste naczynka i zwilzano podiozem z
etanolem. Nastepnie zamykano szczelnie nakretkg i inkubowano w temperaturze 30°C do
pojawienia si¢ wyraznego zaczernienia (siarczek zelaza). Tak przygotowanym inokulum
szczepiono hodowle namnazajgce. Omawiane w pracy wyniki dotyczg pasazy tych hodowli.

Podtoza. Stosowano podtoze minimalne o skiadzie (g/L): NHACI (1,0), etanol (2,4), fosfogips
(5,0) oraz optymalne dla wzrostu BRS podioze C o skfadzie oryginalnym i zmodyfikowanym
poprzez zastgpienie mleczanu etanolem, a Na2S04 fosfogipsem w stezeniach ekwiwalentnych
w przeliczeniu na wegiel i SO4[8],

Oznaczenia i przeliczenia wynikéw. Gesto$¢ optyczng (OD) oznaczano przy diugosci fali
500 nm i przeliczano na mg suchej masy/L wg: 0,1 OD = 19,2 mg s.m./L [2], siarkowodor
oznaczano metodg jodometryczng i przeliczano na zredukowane SO4 zgodnie ze
stechiometrig procesu - 1 mol H2S powstaje w wyniku redukcji 1 mola S04 [8] i na fosfogips
wg procentowej zwarto$ci SO4 w fosfogipsie ~ 50% (badania wiasne); pH oznaczano stosujgc
jako wskaznik btekit bromotymolowy i skale barwng. Etanol zuzyty przez BRS szacowano
teoretycznie wg: 2 mole C w zwigzku organicznym na 1 mol zredukowanego S04 [3],

WYNIKI I DYSKUSJA

Fosfogips zawiera wszystkie pierwiastki (poza azotem) wymagane przez BRS w
hodowlach z mleczanem [9], Podloze Postgate’a, do ktérego zamiast siarczanu sodu
wprowadzano fosfogips (5 g/L), hamowato aktywno$¢ BRS, dlatego tez w hodowlach BRS z
mleczanem i fosfogipsem stosowano podioze minimalne.

Przeniesienie hodowli (mieszanka 8 $rodowisk) namnozonej i wyselekcjonowanej na
podiozu minimalnym z mleczanem na to samo podioze, ale z etanolem, spowodowalo
znaczne ograniczenie aktywnosci BRS (minimalny przyrost H2S). W réwnolegle prowadzonej
hodowli na podtozu Postgate’a z etanolem uzyskano aktywno$¢ poréwnywalng z uzyskiwang
na podtozu minimalnym z mleczanem (rys. 1).

Rys. 1. Aktywno$¢ BRS w hodowlach M8 na podtozu Postgate’a i minimalnym z fosfogipsem i etanolem lub
mleczanem

Fig. 1. SRB activity in M8 cultures in Postgate medium and minimal medium with ethanol or lactate
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Podobne wyniki uzyskano przy namnazaniu BRS, z mulu Wisty i gleby skazonej
paliwem samochodowym, na podiozach z etanolem. W kolejnych pasazach tych hodowli
aktywnos¢ BRS sukcesywnie sie zmniejszata (rys. 2A i B). Jedna z prawdopodobnych
przyczyn tego zjawiska moze by¢ niedobér w hodowlach jakiego$ czynnika, ktéry w
kolejnych pasazach ulegat rozcienczeniu wraz ze $rodowiskiem, w ktérym byt zawarty.
Natomiast w hodowlach mikroflory obu $rodowisk na podiozu Postgate’a z etanolem w
kolejnych pasazach ilos¢ wytwarzanych z fosfogipsu siarczkéw wzrastata (rys. 2C i D), co
Swiadczyto o selekcjonowaniu sie w tych hodowlach BRS.

Rys. 2. Aktywno$¢ BRS w kolejnych pasazach hodowli mikroflory namnazanej z gleby skazonej paliwem
samochodowym i z mutu Wisty

Fig. 2. SRB activity in consecutive passages of cultures of microflora set up from soil contaminated with
automobile fuel and sludge from the Vistula river

nutz Wisly gleba zaolejona

Srodowiska

IBDpasaz 1 (9 pasaz 2 O pasaz 3 Kipasaz 4

Rys. 3. Srednia ilo$¢ biotransformowanego fosfogipsu w kolejnych pasazach mikroflory badanych $rodowisk
Fig. 3. Mean amount of phosphogypsum biotransformed in consecutive passages of microflora from the studied
environments
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W  hodowlach mikroorganizméw namnozonych z gleby skazonej paliwem
samochodowym uzyskiwano nieco wiecej H2S niz w hodowlach namnozonych z mutu Wisty.
Mimo to ilosci fosfogipsu transformowanego w ciggu doby byty podobne-(rys. 3).

Opisywane w literaturze doswiadczenia dotyczgce wzrostu BRS w hodowlach z
etanolem prowadzone przez réznych autorow sg fragmentaryczne i dotyczg roznych
gatunkéw BRS rosngcych na mniej lub bardziej bogatych podiozach zawierajagcych rézne
ilosci zaréwno etanolu, jak i siarczanéw (tab. 1)

W naszych badaniach zastosowano zmodyfikowane podioze Postgate z fosfogipsem
(5g/L) jako zrédtem siarczanéw i etanolem w ilosci od 1 do 6 mL/L we wzrastajgcym
gradiencie co 1 mL (od okoto 17 do ponad 100 mM). Podioze zaszczepiono mikroflorg
pochodzaca z gleby ogrodowej i zaolejonej gleby pobranej z terenu rafinerii Ptock SA na tym
samym podiozu z 3 mL etanolu/L (piaty pasaz). W hodowlach szczepionych mikroflorg
pochodzaca z gleby ogrodowej ilos¢ siarczku wytwarzana we wszystkich hodowlach byta
nieomal identyczna, a w hodowlach mikroflory namnozonej z gleby zaolejonej nieco wiecej
siarczkow obserwowano w obecnosci 3 mL etanolu/L. llos¢é HZ2S wytwarzana w hodowlach
mikroflory pochodzacej z gleby zaolejonej byta z reguly wyzsza niz pochodzacej z gleby
ogrodowej (rys. 4).

B)gleba zaolejona = gleba ogrodowa

Rys. 4. Maksymalne stezenie H2S uzyskane w hodowlach bakterii namnozonych z gleby zaolejonej z terenu
Rafinerii Ptock SA i gleby ogrodowej na podtozu Postgate’a z r6znym stezeniem etanolu

Fig. 4. Maximal H2S concentration achieved in cultures of bacteria grown from petroleum contaminated soil
from the Plock Refinery and garden soil in Postgate medium with different concentrations of ethanol

W Zadnej z badanych hodowli fosfogips nie ulegt catkowitej biotransformaciji, co nie
wynikato z niedoboru etanolu Procentowe zuzycie etanolu wynosito bowiem od okoto 44 do
7% i byto tym mniejsze, im wiecej etanolu byto w podtozu na poczatku hodowli (rys. 5).

Bakterie redukujace siarczany konkurujg o etanol z innymi fizjologicznymi grupami
bakterii. W kulturach Desulfobulbus propionicus (BRS) i Paleobacter propionicus (gatunek
fermentacyjny) z etanolem jako jedynym Zzrédtem wegla (5 mM) i Na2SC#(5 mM) bakterie
redukujgce siarczany przegrywaly konkurencje o ten substrat z bakteriami fermentujgcymi ze
wzgledu na wolniejszy wzrost. D. propionicus rést bowiem z szybkoscig p nmax= 0,033 h']
podczas gdy P. propionicus z szybkoscig pma=0,054 h'lL W konsekwencji badany gatunek
BRS wykorzystywat w hodowlach stacjonarnych od 20 do 45% etanolu [12].
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Rys. 5. Zuzycie etanolu zwigzane z procesem redukcji siarczanéw wyrazone jako procent etanolu
wprowadzonego do podtoza

Fig. 5. Utilization of ethanol related to sulfate reducing processes expressed as percentage of ethanol
introduced into the medium

Znana jest takze konkurencja BRS z bakteriami metanogennymi. W podiozach z
etanolem konkurencyjnie wykorzystywany jest raczej nie etanol, ale octan. Zdecydowana
wiekszo$¢ BRS utlenia etanol tylko do octanu. Jednak niektére gatunki, np.
Desulfotomaculum acetooxidans, ktére utleniajg etanol do CO2 moga takze utlenia¢ octan i
natym poziomie konkurujg z bakteriami metanogennymi. Wg Oude Elferink i wsp. [7] o tym,
jaka cze$¢ ChZT bedzie degradowana droga redukcji siarczanéw, decyduje stosunek
ChzT/SO4 (g/g). Teoretycznie cate ChZT moze by¢ degradowane przez BRS, jezeli ten
stosunek jest mniejszy od 0,66. Stosunek ChZT/S04 w opisywanych hodowlach wzrastat od
0,4 do 2,6. Wydaje sie wiec, ze w wigkszosci badanych hodowli BRS konkurowaty o etanol z
bakteriami fermentacyjnymi, a o octan z bakteriami metanogennymi.
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Abstract

A search was made for sulphate reducing bacteria (SRB) capable of carrying out the
biotransformation of phosphogypsum in media with ethanol. The studies embraced four
environments; two natural ones (garden soil and sludge from the Vistula river) and two
contaminated with crude oil-derived products (industrial wastes and fuel). The presence of
sulphate reducing bacteria capable of the biotransformation of phosphogypsum (electron
acceptor) in medium with ethanol (electron donor) was determined in all the studied
environments. The production of HZS in the bacterial cultures derived from the contaminated
environments was higher than in those from natural environments. In further passages in
Postgate medium with ethanol and phosphogypsum the activity of the SRB increased. The
activity of SRB in minimal medium with ethanol and phosphogypsum was visibly lower than
in the same medium with lactate and decreased with consecutive passages. The amount of
phosphogypsum that was subject to biotransformation was similar in the cultures containing
from 35 to 100 mM ethanol. The utilisation of ethanol directly related to the
biotransformation of phosphogypsum was from 7 to 44% of the amount of ethanol introduced
into the medium and decreased with increased concentration. The maximal activity of SRB
was determined in cultures of microflora derived from soil contaminated with liquid fuel in
Postgate medium with ethanol (approx. 50 mM). The activity was expressed by
biotransformation of phosphogypsum at the rate of approx. 0.35 g/L/day.
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