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Streszczenie 

W ostatnich latach rynek produkcji biomasy jednokomórkowych glonów stale się 

rozwija. Ze względu na zawartość składników odżywczych (białka, węglowodany, 

lipidy), a także karotenoidów (m. in. astaksantyna i β-karoten), witamin 

i wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (DHA i EPA) biomasa glonów znajduje 

zastosowanie przede wszystkim w produkcji żywności, suplementów diety i pasz. 

Ponadto, jednokomórkowe glony syntetyzują również wiele cennych metabolitów, 

między innymi zewnątrzkomórkowe polimery (EPS), które są następnie wydzielane do 

podłoża hodowlanego. Fizjologiczną rolą EPS jest ochrona komórek przed 

niekorzystnymi warunkami środowiska. Zewnątrzkomórkowe polimery są 

zróżnicowane pod względem właściwości fizyko-chemicznych i biologicznych, dlatego 

celem niniejszej pracy jest prowadzenie badań, które przyczynią się poznania 

możliwości aplikacyjnych otrzymanych EPS. Kolejnym, ważnym aspektem badań 

podjętych w ramach rozprawy, jest zagospodarowanie podłoża po hodowli glonów 

i separacji biomasy. W procesach sorpcji i flokulacji stosowane są często syntetyczne 

polimery. Z uwagi na coraz większą świadomość zanieczyszczenia środowiska 

mikroplastikiem, niezwykle istotne jest poszukiwanie nowych, skutecznych, a przy tym 

nietoksycznych i biodegradowalnych materiałów o właściwościach sorpcyjnych, które 

zastąpią stosowane obecnie syntetyczne polimery. Badania zaprezentowane w niniejszej 

rozprawie koncentrują się na dwóch gatunkach zielenic: Chlorella vulgaris 

i Parachlorella kessleri o wysokim potencjale aplikacyjnym wynikającym z wysokiego 

tempa wzrostu oraz atrakcyjnego składu chemicznego biomasy. Trzecim gatunkiem jest 

Vischeria magna (Ochrophyta), który nie był jak dotąd analizowany w kierunku syntezy 

EPS, natomiast jest potencjalnym źródłem β-karotenu i kwasów tłuszczowych. 

W ramach niniejszej rozprawy określono warunki syntezy EPS (źródło azotu, stężenie 

źródła azotu, natężenie światła, miksotroficzne warunki wzrostu). Następnie określono 

skład chemiczny EPS otrzymanych w warunkach autotroficznych i miksotroficznych 

oraz ich właściwości sorpcyjne względem jonów metali ciężkich. Określono wpływ 

czasu i wartości pH układu na efektywność procesu sorpcji. Oznaczono również 

aktywność flokulacyjną badanych EPS. 

Słowa kluczowe: zewnątrzkomórkowe polimery (EPS), jednokomórkowe glony, 

sorpcja, kadm, ołów, flokulacja  
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Abstract 

In recent years, the market for the production of microalgae biomass has been 

developing. The biomass of unicellular algae is used primarily in the production of 

food, dietary supplements and feed due to the content of nutrients (proteins, 

carbohydrates, lipids), as well as carotenoids (including astaxanthin and β-carotene), 

vitamins and polyunsaturated fatty acids (DHA and EPA), the biomass of algae is used 

primarily in the production of food, dietary supplements and fodder. Moreover, 

unicellular algae also synthesize many valuable metabolites, including extracellular 

polymers, which are then secreted into the culture medium. The physiological role of 

extracellular polymers is to protect cells from adverse environmental conditions. 

Extracellular polymers are characterized by great diversity in terms of physico-chemical 

and biological properties, which is why it is important to conduct research that will 

contribute to the practical application of EPS. Another important aspect of the research 

undertaken as part of this dissertation is the management of the substrate after algae 

cultivation and biomass separation. Synthetic polymers are often used in sorption and 

flocculation processes. Due to the increasing awareness of environmental pollution 

caused by microplastics, it is extremely important to search for new, effective, and at 

the same time non-toxic and biodegradable materials that will replace the currently used 

synthetic polymers with sorption properties. The research presented in this dissertation 

focuses on two species of green algae: Chlorella vulgaris and Parachlorella kessleri 

with high application potential resulting from the high growth rate and attractive 

chemical composition of the biomass. The third species – Vischeria magna 

(Ochrophyta), which has not been analysed so far for EPS synthesis, however, it is 

a potential source of β-carotene and fatty acids. As part of this thesis, the conditions for 

EPS synthesis were determined (nitrogen source, nitrogen source concentration, light 

intensity, mixotrophic growth conditions). Then, the chemical composition of EPS 

obtained under autotrophic and mixotrophic conditions and their sorption properties 

towards heavy metal ions were determined. The influence of time and pH value of the 

system on the efficiency of the sorption process was determined. The flocculating 

activity of the tested EPSs was also determined. 

Key words: extracellular polymers (EPS), unicellular algae, sorption, cadmium, lead, 

flocculation  
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1. Wprowadzenie (P.1) 

Babiak, W., Krzemińska, I. (2021) Extracellular polymeric substances (EPS) as 

microalgal bioproducts: A review of factors affecting EPS synthesis and application in 

flocculation processe. Energies, 14, 4007. 

1.1. Problematyka 

Z roku na rok zwiększa się produkcja biomasy glonów na cele przemysłowe. 

Prognozy rynkowe przewidują wzrost wartości rynku glonów o 10,9% w okresie 2022–

2031, z czego 62,8% tego wskaźnika dotyczy jednokomórkowych glonów (Algae 

Market, Chemicals and Materials, TRMGL14904, 2022, Transparency Market 

Research, Inc.). Przemysłowa produkcja jednokomórkowych glonów generuje znaczne 

ilości podłoża pohodowlanego, które najczęściej stanowi odpad (Liu i in., 2016). 

Ponowne wykorzystanie zużytego podłoża w hodowli glonów jest możliwe, jednak 

wymaga odpowiedniego przetworzenia, ze względu na wyczerpanie składników 

mineralnych, pozostałości komórek oraz nagromadzenie metabolitów. Recykling 

podłoża pohodowlanego jest skuteczną metodą zmniejszenia kosztów produkcji 

biomasy jednokomórkowych glonów (Fret i in., 2017). Proces ten, choć skuteczny, 

powoduje jednak utratę cennych metabolitów takich jak polimery zewnątrzkomórkowe 

(EPS, extracellular polymers/polymeric substances, exopolysaccharides), enzymy, 

kwasy organiczne, lipidy, fitohormony, a także związki allelopatyczne (fitotoksyny) 

(Liu i in., 2016). Poznanie właściwości badanych EPS oraz warunków ich syntezy, 

a także określenie ich potencjału aplikacyjnego pozwoli na pełniejsze wykorzystanie 

hodowli jednokomórkowych glonów. Takie podejście wpisuje się w założenia 

gospodarki cyrkularnej i zmniejsza obciążenie środowiska. Jednocześnie EPS jako 

naturalne, nietoksyczne i biodegradowalne polimery, mogą stanowić substytut 

stosowanych obecnie syntetycznych polimerów, jak na przykład poliakrylamid 

stosowny jako flokulant (Vandamme i in., 3013). Ponadto EPS, ze względu na liczne 

właściwości biologiczne, szczególnie przeciwwirusowe, przeciwzapalne 

i immunomodulujące, a także zdolność do tworzenia hydrożeli, znajdują zastosowanie 

w rolnictwie, farmacji i medycynie (Raposo i in., 2013; Bhatnagar i in., 2014). Ponadto, 

dzięki właściwościom konsystencjotwórczym (żelowanie, emulsyfikacja, właściwości 
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reologiczne) EPS znajdują zastosowanie w przemyśle spożywczym i kosmetycznym 

(Mota i in., 2020; Silva i in., 2020; Pierre i in., 2019). 

1.2. Polimery zewnątrzkomórkowe (EPS) 

Polimery zewnątrzkomórkowe są to metabolity wtórne syntetyzowane między 

innymi przez jednokomórkowe glony i wydzielane na zewnątrz komórki w odpowiedzi 

na niekorzystne zmiany warunków środowiska. Biosynteza EPS zachodzi w aparacie 

Golgiego, przy udziale odpowiednich enzymów, m.in.: transferaz, mutaz, syntaz 

i dehydrataz (Mazéas i in., 2023). Pierwszym etapem syntezy EPS jest aktywacja 

monosacharydów (fosforylacja), po czym następuje ich polimeryzacja (tworzenie 

łańcuchów) przy udziale glikozylotransferaz (Mazéas i in., 2023; Delattre i in., 2016). 

Utworzone polimery są transportowane za pośrednictwem pęcherzyków transportowych 

aparatu Golgiego przez siateczkę endoplazmatyczną i błonę komórkową do ściany 

komórkowej (Cheng i in., 2019), a następnie wydzielane na zewnątrz komórki. EPS 

tworzą macierz pozakomórkową zwaną również zewnątrzkomórkową materią 

organiczną. W jej skład, oprócz polisacharydów wchodzą białka, lipidy, kwasy 

organiczne, kwasy nukleinowe itp. (Liu i in., 2016; Costa i in., 2018). W publikacji P.1. 

opisano podział EPS ze względu na oddziaływanie ze ścianą komórkową: niezwiązane 

ze ścianą komórkową, określane też jako rozpuszczalne w wodzie (ang. soluble EPS, S-

EPS) luźno związane (ang. loosely bound EPS, LB-EPS) oraz ściśle związane ze ścianą 

komórkową (ang. tightly-bound EPS, TB-EPS). Większość EPS to polisacharydy, 

jednak spotykane są również proteoglikany i glikoproteiny. 

Polimery zewnątrzkomórkowe najczęściej zbudowane są z cukrów (1–88%), 

oprócz tego mogą zawierać białka (1–16%), kwasy uronowe (0–23%), aminokwasy 

i związki fenolowe (Halaj i in., 2018; Trabelsi i in., 2016). EPS syntetyzowane przez 

jednokomórkowe zielenice są najczęściej heteropolisacharydami, zawierającymi różne 

monosacharydy, głównie galaktozę, ramnozę, glukozę, arabinozę i ksylozę, rzadziej 

mannozę i fukozę (P.1). Natomiast w przypadku EPS produkowanych przez glony 

należące do taksonu ochrofitów (Ochrophyta) dominującymi cukrami są zwykle fukoza, 

mannoza i glukoza (Laroche, 2022). Niektóre polimery mogą być zbudowane tylko 

z jednego rodzaju monosacharydu i określane są jako homopolisacharydy. Przykładem 

jest EPS syntetyzowany przez Dunaliella tertiocleta, który składa się z monomerów 

glukozy (Goo i in., 2013). 
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1.3. Warunki syntezy EPS 

Skład chemiczny EPS, a przez to również ich właściwości, jest nie tylko 

specyficzny gatunkowo, ale zależy również od warunków środowiskowych, w których 

zachodzi wzrost jednokomórkowych glonów. Warunki syntezy EPS opisano 

szczegółowo w P.1. Do najważniejszych czynników abiotycznych wpływających na 

skład chemiczny EPS należy skład podłoża hodowlanego. Szczególnie istotne znaczenie 

ma: rodzaj źródła azotu oraz jego dostępność, obecność węgla organicznego 

(odżywianie autotroficzne i miksotroficzne), stosunek węgla do azotu w pożywce. 

Z czynników abiotycznych kluczową rolę w metabolizmie jednokomórkowych glonów 

pełni też światło – zarówno jego natężenie, jak też cykl dobowy oraz temperatura 

(Delattre i in., 2016). Natężenie światła i CO2 są kluczowymi czynnikami w procesie 

fotosyntezy, przez co w istotny sposób wpływają na podstawowy metabolizm komórek 

glonów. Węgiel organiczny obecny w podłożu hodowlanym może być pobierany przez 

niektóre gatunki glonów, m. in. P. kessleri i C. vulgaris (Piasecka i in., 2017; Zhang 

i in., 2019). Azot z kolei jest niezbędny do biosyntezy białek (w tym enzymów), a co za 

tym idzie do prawidłowego wzrostu i proliferacji komórek glonów (Kim i in., 2016). 

W literaturze naukowej brakuje jednak danych dotyczących wpływu natężenia światła 

na wydajność i specyficzną produktywność EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. 

vulgaris i V. magna, oraz ich skład chemiczny. Ponadto, z uwagi na niewielką ilość 

publikacji opisujących egzopolimery syntetyzowane przez P. kessleri i ich brak 

w przypadku EPS V. magna, brakuje informacji dotyczących wpływu źródła azotu oraz 

jego stężenia na proces syntezy EPS. Wpływ różnych źródeł azotu badano jak dotąd 

jedynie dla C. vulgaris i Tetraselmis sp. (Kim i in., 2016; Kong i in., 2011). P. kessleri 

charakteryzuje się wysokim tempem wzrostu i produktywnością lipidów (Li i in., 2013) 

oraz wodoru (Gabrielyan i in., 2017). Z kolei V. magna, która jest obiecującym źródłem 

β-karotenu i kwasów tłuszczowych (Krzemińska i in., 2020) i nie została jak dotąd 

opisana pod kątem syntezy EPS. 

W związku z tym, że EPS są syntetyzowane między innymi pod wpływem 

czynników stresowych, metabolity te wykazują liczne właściwości w zakresie szeroko 

pojętej ochrony komórek przed niekorzystnymi zmianami warunków środowiska, m.in.: 

temperatury (w tym zamarzaniem komórek, gdy temperatura spada poniżej 0°C), 

natężenia światła, wartości pH, zasolenia, niedoborów substancji mineralnych (C, N, K, 
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P), obecnością substancji o działaniu toksycznym, mikroplastikiem, suszą itp. (Aslam 

i in., 2012; El Arroussi i in., 2018; Costa i in., 2018; Gopalakrishnan i Kashian, 2022).  

1.4. Organizmy syntetyzujące EPS 

Zewnątrzkomórkowe polimery syntetyzowane są przez wiele organizmów, m. 

in.: bakterie (Fleming i Wigender, 2010; Kumar i in., 2007), grzyby (Osińska-Jaroszuk 

i in., 2015) i glony (Delattre i in., 2016; Laroche, 2022). EPS wydzielane na zewnątrz 

komórki tworzą śluzowatą strukturę pełniącą funkcje ochronne wobec niekorzystnych 

zmian czynników środowiskowych.  

1.4.1. Bakterie 

Polimery zewnątrzkomórkowe produkowane są między innymi przez bakterie 

kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB) oraz bakterie ryzosferowe 

wspomagające wzrost roślin (ang. plant growth promoting rhizobacteria, PGPB) 

(Naseem i in., 2018; Nguyen i in., 2020). EPS syntetyzowane przez bakterie kwasu 

mlekowego są istotne ze względu na ich właściwości konsystencjotwórcze, szczególnie 

w odniesieniu do przetworów mlecznych (Jurášková i in., 2022). Z kolei bakterie 

wspomagające wzrost roślin wytwarzają biofilm, którego celem jest ochrona korzeni 

roślin w warunkach stresu abiotycznego, np. niedoboru wody (Bhagat i in., 2021). 

Ponadto wykazano, że EPS produkowane przez bakterie ryzosferowe wspomagają 

produkcję enzymów oksydoredukcyjnych (zaangażowanych w eliminację rodników) 

przez rośliny (Naseem i in., 2018).  

Oprócz pożytecznego działania bakteryjnych EPS, znane są także ich działania 

niepożądane. Dzieje się tak w przypadku EPS syntetyzowanych przez patogeniczne 

szczepy bakterii, które tworzą biofilm. Powstanie biofilmu skutecznie utrudnia walkę 

z występującymi w nim bakteriami, co sprawia, że leczenie (w przypadku zakażenia 

organizmu bakteriami chorobotwórczymi) staje się bardziej skomplikowane (Srinivasan 

i in., 2021). 

Bakterie są również źródłem polimerów zewnątrzkomórkowych stosowanych 

komercyjnie. Większość z tych EPS wykorzystywanych jest jako stabilizatory 

w przemyśle spożywczym i kosmetycznym. Do najważniejszych EPS syntetyzowanych 

przez bakterie należą: celuloza, ksantan, dekstran, kwas hialuronowy, kurdlan i pullan 

(Donot i in., 2012).  
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Tabela 1. Przegląd bakteryjnych EPS stosowanych komercyjnie opracowany na 

podstawie Kumar i in. (2007). 

EPS Gatunek 

syntetyzujący 

Zastosowanie 

Celuloza Acetobacter 

xylinum 

- w procesie gojenia oparzeń lub ran chirurgicznych,  

- naturalny błonnik, który może być wysycony 

aminokwasami, witaminami i minerałami,  

- w technologii separacji, 

Ksantan Xanthomonas 

campestris 

- dodatek do kontrolowania lepkości, sedymentacji 

i żelowania: pestycydów, detergentów, kosmetyków, 

farmaceutyków, farb drukarskich,  

- środek zagęszczający i stabilizujący w produkcji 

żywności,  

Dekstran Leuconostoc 

mesenteroides 

- preparat krwiozastępczy, 

- w technologii separacji (sita molekularne), 

- składnik wodnych układów dwufazowych, 

- mikronośnik w hodowli tkankowej/komórkowej, 

Alginian 

 

Azotobacter 

vinelandii 

Pseudomonas 

aeruginosa 

- matryca unieruchamiająca żywe komórki i enzymy,  

- substancja zapobiegająca wysychaniu korzeni 

sadzonek,  

- matryca do mikrokapsułkowania nawozów, 

pestycydów i składników odżywczych, 

- tkanka zastępcza do gojenia ran, 

Kwas 

hialuronowy 

(E415) 

Streptococcus 

zooepidemicus 

Streptococcus 

equii 

- zamiennik kropli do oczu, sztuczny płyn łzowy, 

replika płynu maziowego,  

- w procesie gojenia ran, 

- składnik płynów i kosmetyków nawilżających, 

Kurdlan Sinorhizobium 

meliloti  

Agrobacterium 

radiobacter 

- substancja żelująca,  

- matryca unieruchamiająca,  

- kurdlan wraz z zydowudyną (AZT) wykazuje 

obiecującą wysoką aktywność przeciwretrowirusową 

(lek przeciw HIV). 
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1.4.2. Grzyby 

W porównaniu z ilością publikacji opisujących bakteryjne EPS, polimery 

produkowane przez grzyby są znacznie słabiej scharakteryzowane. Z opracowania 

zespołu Osińska-Jaroszuk i in. (2015) wynika, że grzyby należące do Ascomycota 

potrafią produkować znaczne ilości EPS: Aureobasidium pullulans (42,24 g L-1), 

Botryosphaeria rhodina (17,7 g L-1), Phoma herbarum (13,6 g L-1). Natomiast gatunki 

należące do Basidiomycota syntetyzują znacznie mniejsze ilości polimerów 

zewnątrzkomórkowych, nie przekraczające 10 g L-1. Grzybowe EPS są najczęściej 

heteropolisacharydami z przewagą wiązań 1→6 glikozydowych (Osińska-Jaroszuk i in., 

2015). EPS syntetyzowane przez Ascomycota i Basidiomycota wykazują właściwości 

przeciwutleniające, przeciwbakteryjne, immunomodulujące i przeciwnowotworowe – 

niezwykle cenne w kontekście możliwości zastosowania w medycynie. EPS 

wytwarzane przez grzyby to między innymi: pullan, skleroglukan, schizofylan, galaktan 

i glukan (Donot i in., 2012). 

Ponadto wykazano, że wspólna hodowla grzybów i glonów (na przykładzie 

Trametes versicolor i C. vulgaris) prowadzi do uzyskania większych ilości EPS 

w krótszym czasie niż hodowla tych samych gatunków w monokulturach (Angelis i in., 

2012). 

1.4.3. Glony 

Glony to polifiletyczna grupa organizmów jednokomórkowych lub 

wielokomórkowych (plechowych), których cechą wspólną jest zdolność do 

przeprowadzania fotosyntezy (Queiroz i in., 2020). Glony są zróżnicowaną grupą 

organizmów pod względem taksonomicznym. Sinice (Cyanobacteria) należą do 

królestwa bakterii, które reprezentują organizmy prokariotyczne (Huisman i in., 2018). 

Natomiast wśród organizmów eukariotycznych wyróżnia się: zielenice (Chlorophyta), 

krasnorosty (Rhodophyta) i glaukofity (Glaucophyta) należące do królestwa roślin, oraz 

ochrofity (Ochrophyta) obejmujące brunatnice (Phaeophyceae), eustigmatofity 

(Eustigmatophyceae), okrzemki (Bacillarophyta), eugleniny (Euglenophyta), a także 

bruzdnice (Dinoflagellata) i haptofity (Haptophyta) zaliczane do królestwa protistów 

(Queiroz i in., 2020). Często w powszechnym rozumieniu, określenie glony stosowane 

jest w odniesieniu do organizmów eukariotycznych, w odróżnieniu od prokariotycznych 

sinic (Pierre i in., 2019). Glony zasiedlają głównie ekosystemy wodne, jednak mogą 
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występować również w glebie, na korze drzew, skałach, murach, a także na śniegu 

i lodzie (Wehr i Sheath, 2015). Niektóre gatunki glonów zasiedlają także rośliny 

i zwierzęta. Pasożytniczy gatunek zielenic Cephaleuros sp. występuje na powierzchni 

liści tropikalnych roślin uprawnych (kawa, herbata, mango), natomiast inna tropikalna 

roślina Gunnera manicata wytworzyła symbiozę z sinicami, które wiążą azot 

atmosferyczny. Glony porastają również sierść leniwców, nadając im zieloną barwę 

(Wehr i Sheath, 2015). 

Glony są jednym z głównych producentów polisacharydów w naturalnym 

środowisku. Pod tym względem dominują wielokomórkowe glony plechowe, potocznie 

zwane wodorostami, które w ścianie komórkowej zawierają duże ilości polisacharydów 

(Shao i Duan, 2022). Polimery zewnątrzkomórkowe syntetyzowane przez 

jednokomórkowe glony cechują się niezwykle dużym zróżnicowaniem pod względem 

właściwości fizykochemicznych i biologicznych, dzięki czemu mogą znaleźć 

zastosowanie w rolnictwie i wielu gałęziach przemysłu, jednak obecnie ich 

wykorzystanie jest niewielkie (Delattre i in., 2016; Franco-Morgado i in., 2023). 

1.4.3.1. Wielokomórkowe glony (makroglony) 

Do najważniejszych polisacharydów produkowanych przez makroglony należą 

agaroza, kwas alginowy i jego pochodne, karagen oraz fukoidan (Chudasama i in., 

2021). Agar (E406) jest rozpuszczalnym w wodzie galaktanem produkowanym przez 

krasnorosty. Dzięki właściwościom żelującym znalazł zastosowanie przede wszystkim 

w biotechnologii – do zestalania podłoży hodowlanych, jak również w przemyśle 

spożywczym i farmaceutycznym (Shao i Duan, 2022). Alginian i fukoidan są 

syntetyzowane przez brunatnice. Kwas alginowy i jego sole (E400-405) są polimerami 

kwasów mannuronowego i guluronowego, który w obecności jonów wapnia tworzy 

uporządkowaną strukturę zwaną egg-box. Stosowany jest w przemyśle spożywczym 

i kosmetycznym jako stabilizator (Szekalska i in., 2016). Fukoidan z kolei wykazuje 

właściwości przeciwzakrzepowe, przeciwmutagenne, immunostymulujące oraz 

przeciwutleniające, dzięki czemu znalazł zastosowanie w farmacji i medycynie. 

Karagen (E407) to siarczanowy galaktan syntetyzowany przez krasnorosty, stosowany 

jako zagęstnik i stabilizator. Natomiast ulwan jest siarczanowym polisacharydem 

zbudowanym z ramnozy, glukuronianu, iduronianu i ksylozy, syntetyzowanym przez 

plechowe zielenice. Dzięki właściwościom żelującym może znaleźć zastosowanie 

w rolnictwie oraz jako biomateriał (Shao i Duan, 2022). 



17 

 

1.4.3.2. Jednokomórkowe glony 

Do jednokomórkowych glonów zaliczane są: zielenice, krasnorosty, okrzemki, 

glaukofity, euglenofity, haptofity, bruzdnice oraz sinice (Queiroz i in., 2020). Biomasa 

jednokomórkowych glonów stanowi podstawowy obiekt zainteresowań aplikacyjnych 

m. in. w rolnictwie (żywienie zwierząt), przemyśle spożywczym, farmaceutycznym 

i kosmetycznym, a także w kontekście pozyskania biopaliw (Siddiki i in., 2022). Wiele 

gatunków jest zdolnych również do efektywnej produkcji zewnątrzkomórkowych 

polisacharydów. EPS otrzymywane z hodowli Porphyridium cruentum i P. purpureum, 

Phaeodactylum ornatum, Synechococcus sp., Glossomastix sp., Chrysotiladentata sp., 

Pavlova sp. i Diacronema sp. stosowane są w kosmetykach jako składnik 

przeciwstarzeniowy (Pierre i in., 2019; Laroche, 2022). Obecnie trwają badania nad 

wprowadzeniem opatrunków hydrożelowych wspomagających leczenie ran, 

a bazujących na EPS syntetyzowanych przez jednokomórkowe glony: Tolypothrix tenis 

i 3 gatunki Anabaena sp. (Laroche, 2022). Jak pokazują badania, EPS sprawdzają się 

jako biostymulatory roślin i mogą w przyszłości znaleźć zastosowanie w rolnictwie 

(Rachidi i in., 2021). 

Największe ilości EPS (22,35 g L-1) produkowane są przez Cyanothece sp., 

które są sinicami (Delattre i in., 2016). Spośród zielenic, największą produktywnością 

odznacza się Botryococcus braunii, który syntetyzuje nawet do 5,5 g L-1 EPS (Lupi 

i in., 1994). Przegląd gatunków jednokomórkowych glonów syntetyzujących EPS 

z uwzględnieniem warunków wzrostu i produktywności zewnątrzkomórkowych 

polimerów został przedstawiony w Tabeli 2. 
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Tabela 2. Przegląd gatunków jednokomórkowych glonów należących do Chlorophyta i Ochrophyta (Eustigmatophyta) syntetyzujących EPS. 

 Gatunek  Warunki hodowli*  Ilość EPS [g L-1] Źródło 

Chlorophyta Botryococcus braunii 27°C, 31 dni 5,5 Lupi i in., 1994 

 Dictyosphaerium 

chlorelloide 

25,7 °C 1,075 Kumar i in., 2017 

 D. pulchellum 150 μmol m-2 s-1 PAR, 28°C, 14 dni, 2% CO2 0,2 Halaj i in., 2019 

 D. tetrachutomum Růžička 150 μmol m-2 s-1 PAR, 28°C, 14 dni, 2% CO2 0,7 Halaj i in., 2019 

 D. tetrachutomum Fott 150 μmol m-2 s-1 PAR, 28°C, 14 dni, 2% CO2 1,2 Halaj i in., 2019 

 Dunaliella salina 25°C, 20 dni, De Walne medium, 5 M NaCl 0,94 Mishra i Jha, 2009 

 Chlorella autotrophica 25°C, F/2, 3,6% NaCl 2,16 Guzmán-Murillo 

i Ascencio, 2000 

 Chlorosarcinopsis sp. Z8, 3 lata 0,156 Halaj i in., 2018 

 Gloeocystis vesiculosa Z8, 3 lata 0,064 Halaj i in., 2018 

 Scenedesmus obliquus 1/2 SŠ, 28 dni, 2% CO2 0,132 Halaj i in., 2018 

 Desmococcus olivaceus BG11, 28°C, 80 μmol m-2 s-1, 60–90 dni 0,09/dzień Hu i in., 2003 

 Scenedesmus abundans 405 μE m-2 s-1, 14 h:10 h dzień: noc, 2% (v/v) CO2 0,236 Mahesh i in., 2019 

 Chlamydomonas reinhardtii 74 mgL-1 CaCl2 i 422 mg L-1 NaNO3 0,628 Bafana, 2013 

 Chlorella vulgaris B (Bristol), 29°C, 24 h dzień, 3,000 lx, 24 dni 0,95 Angelis i in., 2012 

Ochrophyta 

(Eustigmatophyceae) 

Vischeria punctata Prat, 61 dni, 7500 lux, 15 h dzień/9 h noc, 22–24°C 0,985 Babich i in., 2022 

Trachydiscus minutus Z8, 3 lata 0,016 Halaj i in., 2018 

*Warunki hodowli: pożywka, czas hodowli, temperatura, natężenie światła, cykl oświetlenia, dodatkowe czynniki
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1.5. Właściwości sorpcyjne EPS 

Jedną z ważniejszych właściwości EPS w kontekście zastosowań 

środowiskowych jest ich potencjał sorpcyjny. Zewnątrzkomórkowe polimery, ze 

względu na obecność licznych grup funkcyjnych mogą skutecznie eliminować metale 

ciężkie z roztworów wodnych bądź też immobilizować je w środowisku glebowym, 

czyniąc je niedostępnymi dla roślin. Ograniczenie biodostępności toksycznych metali 

ciężkich jest szczególnie istotne na terenach wykorzystywanych rolniczo, a także 

podczas wstępnego przetwarzania ścieków o wysokiej zawartości metali ciężkich (More 

i in., 2014; Shah i Daverey, 2020). 

Grupy funkcyjne obecne w EPS stanowią potencjalne miejsca oddziaływania 

polimeru z jonami metali ciężkich. Należą do nich przede wszystkim grupy: 

 karboksylowe (kwasy uronowe, białka),  

 karbonylowe (białka), 

 hydroksylowe (monosacharydy, białka, związki fenolowe), 

 aminowe (aminokwasy, białka, aminocukry), 

 fosforanowe,  

 pirogronianowe itp. (Lombardi i in., 2005; Naveed i in., 2019). 

Sorpcja jest procesem fizykochemicznym zależnym od wielu czynników między 

innymi: stężenia sorbentu (EPS), stężenia jonów metali, wartości pH, temperatury, 

czasu kontaktu czy właściwości jonów metali (Naveed i in., 2019; Dobrowolski i in., 

2017). Jednym z ważniejszych czynników decydujących o efektywności procesu sorpcji 

z udziałem biosorbentów jest wartość pH. W roztworze o niskim pH grupy funkcyjne 

zewnątrzkomórkowych polimerów ulegają deprotonacji, wskutek czego powstają 

ujemnie naładowane grupy, które mogą następnie oddziaływać z jonami metali 

(Dobrowolski i in., 2017). Dla każdego metalu proces ten przebiega w innym zakresie 

wartości pH, co wynika również z charakterystyki danego metalu. W roztworze o pH 

powyżej 6 może dojść do powstawania wodorotlenków, co utrudnia oddziaływanie 

metali z EPS (Mathivanan i in., 2021). Dlatego też niezwykle ważne, w kontekście 

efektywności sorpcji, jest odpowiednie dobranie tego parametru. Kolejnym ważnym 

czynnikiem wpływającym na efektywność procesu sorpcji jest czas kontaktu sorbentu 

(EPS) z jonami metali, potrzebny na wysycenie miejsc sorpcyjnych. Różni się on 

w zależności od właściwości EPS oraz badanego metalu. Na przykład EPS 

syntetyzowany przez Rhodococcus opacus osiąga maksymalną pojemność sorpcyjną 
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w ciągu 1 minuty, natomiast egzopolimer produkowany przez R. rhodochrous 

potrzebuje aż 30 minut (Dobrowolski i in., 2017). Z kolei EPS syntetyzowany przez C. 

vulgaris ulega wysyceniu jonami Cd(II) po 50 min (Xie i in., 2021), a wytwarzany 

przez Chlorella pyrenoidosa potrzebuje nawet 90 min w obecności jonów As(III) 

(Zhang i in., 2020). Największe znaczenie w kontekście właściwości sorpcyjnych EPS 

mają kwasy uronowe, które są źródłem grup karboksylowych oraz białka, które 

posiadają dodatkowo grupy aminowe. Jak wynika z danych literaturowych, EPS 

pozbawione komponentu białkowego wykazują znacznie niższe zdolności sorpcyjne 

(Xie i in., 2020a). Za potencjał sorpcyjny EPS odpowiadają również grupy 

hydroksylowe, których źródłem mogą być monosacharydy, tworzące szkielet cukrowy. 

Zwrócono również uwagę na udział m. in. mannozy i glukozy w oddziaływaniu metali 

z EPS (Lombardi i in., 2005; Dobrowolski i in., 2017).  

Właściwości sorpcyjne EPS czynią je niezwykle wartościowymi metabolitami, 

dzięki którym jednokomórkowe glony mogą wzrastać w środowisku zanieczyszczonym 

nie tylko metalami ciężkimi, ale również pestycydami, lekami i mikroplastikiem. EPS 

mogą być stosowane do usuwania wspomnianych zanieczyszczeń z roztworów 

wodnych bądź ścieków (Xie i in., 2020a; Xie i in., 2020b, Gopalakrishnan i Kashian, 

2022; Tarfeen i in., 2022). EPS mogą usuwać nadmiar jonów azotu i fosforu ze 

środowiska, co jest szczególnie istotne w kontekście możliwości wykorzystania 

ścieków o wysokiej zawartości azotanów i fosforanów, do hodowli jednokomórkowych 

glonów (Wang i in., 2014). Zgromadzone przez EPS jony azotu, fosforu, węgla, a także 

inne pierwiastki mogą być wykorzystywane przez komórki w okresie niedoboru 

substancji odżywczych w podłożu wzrostowym (Costa i in., 2018; Wang i in., 2014). 

1.6. Właściwości flokulacyjne EPS 

Flokulacja jest to proces fizykochemiczny prowadzący do agregacji cząstek fazy 

stałej (bądź komórek), a następnie ich opadania pod wpływem własnego ciężaru 

(Sharma i in., 2006). W odniesieniu do wysokich kosztów separacji biomasy 

jednokomórkowych glonów od podłoża hodowlanego, EPS stały się atrakcyjne ze 

względu na swoje właściwości flokulacyjne, gdyż stanowią potencjalną alternatywę dla 

syntetycznych flokulantów, takich jak na przykład poliakryloamid (Vandamme i in., 

2013). Przebieg procesu flokulacji oraz jego efektywność zależy od wielu czynników: 
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 budowy i właściwości flokulanta (dostępność zjonizowanych grup 

funkcyjnych, masa cząsteczkowa, zawartość białka, gęstość ładunku 

powierzchniowego); 

 obecności jonów dwu- lub trójwartościowych (Ca(II), Mg(II), Zn(II), 

Fe(III)); 

 siły jonowej środowiska (stopień zasolenia); 

 pH środowiska; 

 stężenia flokulanta; 

 gęstości cząstek stałych/komórek w układzie; 

 temperatury (Salehizadeh i in., 2001; Sharma i in., 2006). 

Parametry przebiegu procesu flokulacji w badanym układzie powinny być dość 

precyzyjnie dobrane z uwzględnieniem charakterystyki badanego układu i właściwości 

flokulanta. Nadmiar naładowanego polimeru wprowadzony do układu może 

spowodować efekt odwrotny do zamierzonego, czyli stabilizację układu, na skutek 

działania sił elektrostatycznych. Z kolei zbyt mała ilość flokulanta, może być 

niewystarczająca do zaistnienia oczekiwanych zmian w układzie (Liu i in., 2015). 

Właściwości flokulacyjne EPS wynikają przede wszystkim z ich składu 

chemicznego i gęstości ładunku powierzchniowego. Kluczowymi składnikami 

odpowiadającymi za właściwości flokulacyjne EPS, podobnie jak w przypadku sorpcji, 

są kwasy uronowe i białka (Badireddy i in., 2010). Właściwości autoflokulacyjne 

wykazują między innymi EPS syntetyzowane przez hodowle Scenedesmus obliquus 

(Guo i in., 2013) i Chlorococcum sp. (Ummalyma i in., 2016). W zdecydowanej 

większości proces flokulacji wymaga indukcji poprzez zmianę wartości pH (Augustiane 

i in., 2019), bądź dodatek soli np. ZnCl2 (Aljuboori i in., 2016), MgCl2, Al2(SO4)3, 

MgSO4, (Augustine i in., 2019), CaCl2, FeCl2 (Czemierska i in., 2017). 

Bioflokulanty znajdują zastosowanie zarówno w separacji biomasy 

jednokomórkowych glonów od podłoża hodowlanego, jak również w wytrącaniu osadu 

ściekowego, oczyszczaniu wody pitnej, usuwaniu barwników z roztworów wodnych 

bądź ścieków, czy też usuwaniu jonów metali, ze względu na ich właściwości sorpcyjne 

(Salehizadeh i in., 2014).  
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1.7. Rola EPS w glebie 

Wiele bakterii glebowych wydziela EPS, który oddziałuje z cząstkami gleby, 

przyczyniając się do ich agregacji i stabilizacji powstałych agregatów, co przekłada się 

na poprawę właściwości fizycznych i mechanicznych gleby, a także zapobiega erozji 

(Salehizadeh i in., 2014; Costa i in., 2018). Dzięki swoim zdolnościom do 

zatrzymywania wody, EPS wspomagają utrzymanie wilgotności gleby, a tym samym 

chronią rośliny w okresach niedoboru wody i umożliwiają pobieranie minerałów. EPS 

wchodzą również w skład glebowej materii organicznej, przez co stanowią źródło węgla 

dla mikroorganizmów wspomagających wzrost roślin oraz wzbogacają ryzosferę (Costa 

i in., 2018; Renuka i in., 2018). Jednokomórkowe glony zdolne do tworzenia biofilmu 

mają duże znaczenie na glebach suchych i terenach pustynnych, gdzie jako organizmy 

samożywne kolonizują wysuszoną glebę lub piasek. Biofilm zatrzymuje wodę 

i składniki mineralne, a także stabilizuje podłoże, dzięki czemu, z czasem tworzy 

warunki sprzyjające pojawieniu się roślin wyższych. Struktura powstała w ten sposób 

określana jest jako biologiczna skorupa gleby (ang. biological soil crust) (Abinandan 

i in., 2019). EPS mogą także znaleźć zastosowanie jako biostymulatory roślin. 

Polisacharydy wyizolowane z jednokomórkowych glonów indukują szlaki metaboliczne 

pomidora odpowiedzialne za reakcje obronne (Renuka i in., 2018; Rachidi i in., 2021). 

Z kolei polisacharydy wyizolowane z C. vulgaris i C. sorokiniana zwiększają 

aktywność β-1,3-glukanazy, która odpowiada za rozkładanie ściany komórkowej 

patogenów (Rachidii in., 2019). Wykazano również, że EPS syntetyzowane przez 

Dunaliella salina umożliwiają roślinom wzrost w warunkach podwyższonego zasolenia 

gleby (El Arroussi i in., 2018). EPS wpływają pozytywnie na kiełkowanie nasion, 

wzrost siewek, korzeni, liści oraz całej rośliny, aktywność fotosyntetyczną i „zmiatanie” 

reaktywnych form tlenu (Xu i in., 2013; El-Naggar i in., 2020; Rachidi i in., 2021). 

1.8. Zanieczyszczenie środowiska kadmem i ołowiem 

Ołów i kadm, badane w niniejszej pracy, należą do metali ciężkich najczęściej 

występujących w środowisku, a jednocześnie wysoce toksycznych wobec organizmów 

żywych. Są to też pierwiastki, które nie pełnią żadnej funkcji w metabolizmie 

organizmów (Genchi i in., 2020). Metale ciężkie, w tym ołów i kadm, wprowadzane są 

do środowiska najczęściej w wyniku działalności człowieka m.in. poprzez 

nieodpowiednie stosowanie nawozów sztucznych i środków ochrony roślin, 
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wykorzystywanie metali ciężkich w przemyśle, a następnie niewłaściwe składowanie 

odpadów, stosowanie benzyny ołowiowej (w przeszłości), odprowadzania ścieków 

przemysłowych, miejskich, przydomowych oraz rolniczych (Genchi i in., 2020; Amin 

i in., 2018; Srivastava i in., 2017). 

Metale ciężkie obecne w glebie wpływają negatywnie na wzrost roślin, 

począwszy od fazy kiełkowania, aż po plonowanie (Elango i in., 2022). Ołów wpływa 

negatywnie między innymi na kiełkowanie nasion, wzrost siewek, zawartość chlorofilu, 

przebieg fotosyntezy oraz transpirację (Amin i in., 2018; Kushwaha i in., 2018). Jego 

toksyczność wynika z oddziaływania z enzymami kluczowymi dla prawidłowego 

rozwoju i metabolizmu komórek (Liu i in., 2003). Kadm natomiast opóźnia kiełkowanie 

nasion, hamuje wzrost siewek, ogranicza wzrost korzeni, pędów i liści, hamuje syntezę 

białek i wpływa na efektywność fotosyntezy, a także prowadzi do uszkodzeń błony 

komórkowej (Elango i in., 2022). Kadm pobierany przez rośliny konkuruje z żelazem 

i cynkiem, co może prowadzić do wystąpienia chlorozy lub nawet nekrozy liści 

(przebarwień wynikających z niedoboru Fe i Zn). Obecność Cd w glebie powoduje 

występowanie stresu osmotycznego, co przyczynia się do zaburzenia dystrybucji wody 

w roślinie, a także prowadzi do zwiększonej produkcji reaktywnych form tlenu (Haider 

i in., 2021). 

Rośliny uprawne mogą akumulować metale ciężkie występujące w glebie, co 

stanowi zagrożenie dla zdrowia zarówno ludzi jak i zwierząt. Zdolność roślin do 

akumulowania metali ciężkich jest wykorzystywana w procesie fitoremediacji 

zdegradowanych gleb (Shah i Daverey, 2020). Potwierdzono, że również 

jednokomórkowe glony mogą być stosowane w procesie bioremediacji 

(fykoremediacja) (Kandasamy i in., 2021). Kluczowa jest w tym przypadku nie tylko 

biomasa, która akumuluje jony metali, ale również struktura ściany komórkowej oraz 

polimery zewnątrzkomórkowe wykazujące zdolności sorpcyjne (Danouche i in., 2021). 

1.9. Możliwości stosowania EPS w rolnictwie 

Zdolność EPS syntetyzowanych przez jednokomórkowe glony, do wiązania 

metali ciężkich może przyczynić się do poprawy jakości prowadzonych na tej glebie 

upraw (Kandasamy i in., 2021). Metale ciężkie obecne w środowisku glebowym 

akumulowane są przez uprawiane na tych obszarach rośliny (Alengebawy i in., 2021). 

Szczególnie podatne na akumulację metali są warzywa liściaste takie jak: sałata, 

szpinak, endywia, a także marchew (Puschenreiter i in., 2005). Wprowadzenie EPS do 
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gleby może przyczynić się do poprawy jej struktury, ze względu na właściwości 

flokulacyjne EPS (Szewczuk-Karpisz i in., 2021). EPS mogą również skutecznie 

immobilizować inne substancje o działaniu toksycznym względem roślin (pestycydy, 

nadmiar fosforanów i amoniaku, mikroplastik), a także przedłużać działanie oraz 

zmniejszać straty nawozów i środków ochrony roślin, co w rezultacie może zmniejszyć 

stosowane dawki (Campos i in., 2015; Gopalakrishnan i Kashian, 2022; Tarfeen i in., 

2022). 

Warto zauważyć, że EPS jako naturalny materiał poprawiający właściwości 

fizykochemiczne gleby, zatrzymujący wodę oraz ograniczający pobieranie przez rośliny 

toksycznych substancji prowadzi do poprawy jakości produktów roślinnych 

wykorzystywanych na cele spożywcze. Takie zastosowanie EPS wpisuje się 

w założenia strategii „od pola do stołu” Europejskiego Zielonego Ładu 

(https://www.consilium.europa.eu/pl/policies/green-deal/, dostęp: 13.10.2023) 

  

https://www.consilium.europa.eu/pl/policies/green-deal/
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2. Cel pracy i hipotezy badawcze 

Celem niniejszej rozprawy było określenie wpływu wybranych czynników 

abiotycznych na syntezę zewnątrzkomórkowych polimerów przez wyselekcjonowane 

jednokomórkowe glony, analiza składu chemicznego otrzymanych polimerów oraz 

określenie ich właściwości sorpcyjnych i flokulacyjnych. 

Cel główny rozprawy doktorskiej realizowany był poprzez realizację 

następujących celów szczegółowych: 

• selekcja gatunków glonów jednokomórkowych pod kątem wydajności syntezy 

egzopolisacharydów; 

• określenie wpływu warunków: natężenia światła (40, 60, 350 µmol foton m-2 s-1), 

źródła (azotan sodu, azotan amonu, siarczan amonu, mocznik) i stężenia azotu (0 

g L-1; 0,375 g L-1; 0,75 g L-1; 1,5 g L-1), sposób odżywiania (autroficzny – CO2, 

miksotroficzny – glukoza) na proces syntezy egzopolisacharydów przez badane 

jednokomórkowe glony; 

• charakterystyka biochemiczna otrzymanych EPS pod kątem zawartości: cukrów 

całkowitych i redukujących, kwasów uronowych, aminocukrów, białka, 

aminokwasów oraz substancji fenolowych oraz określenie składu monosacharydów; 

• analiza zdolności sorpcyjnych EPS wobec jonów kadmu i ołowiu; 

• analiza grup funkcyjnych występujących w EPS oraz ich udział w sorpcji metali 

w oparciu o analizę z wykorzystaniem spektroskopii FTIR; 

• analiza właściwości flokulacyjnych EPS. 

 

W celu wyjaśnienia założeń badawczych sformułowano następujące hipotezy: 

1. Natężenie światła, źródła i stężenia azotu oraz sposób odżywiania 

jednokomórkowych glonów wpływają na proces syntezy wyrażony jako wydajność 

i specyficzną produktywność badanych EPS. 

2. Natężenie światła oraz sposób odżywiania powodują zmiany w składzie 

chemicznym EPS syntetyzowanych przez jednokomórkowe glony. 

3. Skład chemiczny EPS i dostępność grup funkcyjnych wpływa na właściwości 

sorpcyjne badanych egzopolisacharydów. 

4. Specyficzność gatunkowa i warunki fizyko-chemiczne układu wpływają na 

właściwości flokulacyjne badanych EPS.  
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3. Materiały i metody 

3.1. Materiał badawczy 

Szczepy jednokomórkowych zielenic (Chlorophyta): Chlorella vulgaris 262, 

267, 788, 898, Parachlorella kessleri 250 oraz Tetradesmus obliquus 453 zakupiono 

w Kolekcji Kultur Organizmów Autotroficznych (Třeboň, Republika Czeska), 

Vischeria magna (Orchrophyta) pozyskano z Kolekcji Kultur Glonów na Uniwersytecie 

w Göttingen (Göttingen, Germany). 

Tabela 3. Systematyka badanych gatunków jednokomórkowych glonów (AlgaeBase: 

https://www.algaebase.org, dostęp: 31.08.2023). 

Nadkrólestwo Eukaryota 

Królestwo Plantae Chromista 

Podkrólestwo Viridiplantae - 

Typ Chlorophyta Ochrophyta 

Klasa Trebouxiophyceae Chlorophyceae Eustigmatophyceae 

Rząd Chlorellales Sphaeropleales Eustigmatales 

Rodzina Chlorellaceae Scenedesmaceae Chlorobotryaceae 

Gatunek 
Chlorella 

vulgaris 

Parachlorella 

kessleri 
Tetradesmus obliquus Vischeria magna 
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Ryc. 1 Zdjęcia komórek badanych glonów wykonane przy pomocy mikroskopu 

optycznego. C. vulgaris 788, C. vulgaris 898, P. kessleri i V. magna – fotografie własne 

(Olympus CKX41 z 60x powiększeniem); C. vulgaris 262, C. vulgaris 267, T. obliquus 

– CCALA (https://ccala.butbn.cas.cz/, dostęp: 31.08.2023).  

C. vulgaris 788 C. vulgaris 898

P. kessleri V. magna

C. vulgaris 267 C. vulgaris 262

T. obliquus
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3.2. Metody 

3.2.1. Warunki hodowli glonów 

Przechowywanie szczepów glonów 

Badane szczepy zakupione z kolekcji kultur w formie skosów zestalonych 

agarem przechowywano w temperaturze 4°C.  

Hodowla na podłożu stałym 

Pozyskane gatunki przesiano na płytki zawierające podłoże BG11 zestalone 1% 

agarem. Po inkubacji hodowli w temperaturze 22°C przez 7–10 dni, płytki przeniesiono 

do temperatury 4°C. W ten sposób przechowywano szczepy wykorzystywane następnie 

do zakładania hodowli płynnych. 

Skład podłoża hodowlanego 

Hodowle badanych gatunków jednokomórkowych glonów prowadzono na 

pożywce BG11 o składzie przedstawionym w Tabeli 4.: 

Tabela 4. Skład pożywki BG11 (Allen, i in., 1968). 

 Składnik g L-1 

Roztwór 1 Na2MG EDTA 0,1  

 Cytrynian amonu żelaza (III) 0,6  

 Kwas cytrynowy ∙ H2O 0,6  

 CaCl2 ∙ 2H2O 3,6  

Roztwór 2 MgSO4∙ 7H2 O 7,5  

Roztwór 3 K2HPO4∙ 3H2O 4,0  

Roztwór 5 (mikroelementy) H3BO3 2,86  

 MnCl2 ∙ 4H2O 1,81  

 ZnSO4 ∙ 7H2O 0,222  

 CuSO4∙ 5H2O 0,079  

 COCl2 ∙ 6H2O 0,050  

 NaMoO4 ∙ 2H2O 0,391  
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Do przygotowania pożywki użyto po 10 mL roztworów 1–3, następnie dodano 

0,02 g Na2CO3, 1 mL roztworu 5 i 1,5 g NaNO3. Całość dopełniono wodą 

demineralizowaną do objętości 1 L. Wartość pH pożywki ustalono do 7,5 przy użyciu 

1 M HCl i wysterylizowano w autoklawie. Ze względu na badanie w niniejszej pracy 

wpływu różnych źródeł azotu na syntezę EPS, stosowano BG110 (niezawierającą 1,5 

g L-1 NaNO3) do której dodawano źródła azotu zgodnie z Tabelą 5. 

Hodowla na podłożu płynnym 

Hodowle wstępne (inocula) 

Komórki glonów pobrano z hodowli prowadzonych na płytkach przy pomocy 

wyjałowionej ezy mikrobiologicznej i wprowadzono do kolb o pojemności 50 mL, 

zawierających 20 mL sterylnego podłoża BG11. Hodowle prowadzono bez 

napowietrzania. Po namnożeniu komórek do odpowiedniej gęstości optycznej (λ680nm), 

hodowle przeniesiono do kolb o pojemności 500 mL zawierających 200 mL pożywki. 

Na kolbach zamontowano system do napowietrzania. Hodowle napowietrzano 

powietrzem sterylizowanym filtrami przepływowymi Midisart 2000 (Sartorius, 

Niemcy) o średnicy porów 0,22 µm. Hodowle prowadzono na wytrząsarkach 

obrotowych o obrotach 90 rpm, w systemie oświetlenia cyklicznego 16 h światło: 8 h 

ciemność, o natężeniu 60 µmol fotonów m-2 s-1, w temperaturze 25°C±1°C. Czas 

wzrostu hodowli wstępnych wynosił między 14 a 21 dni, a moment inokulacji 

wyznaczono na podstawie gęstości optycznej hodowli wstępnej i zależał od gęstości 

hodowli wymaganej do nastawienia hodowli doświadczalnej. 

Hodowle doświadczalne 

Na podstawie spektrofotometrycznych pomiarów gęstości optycznej (OD680) 

hodowli wstępnych obliczono objętość inoculum potrzebną do nastawienia nowej 

hodowli. Następnie odpowiednią ilość inoculum przeniesiono do probówek 

wirówkowych i zwirowano. Zwirowaną biomasę zawieszono w niewielkiej ilości 

świeżej pożywki i przeniesiono do kolby o pojemności 1 L zawierającej 400 mL 

pożywki. Podstawowe warunki hodowli, tj.: wytrząsanie, napowietrzanie, oświetlenie 

i temperatura były takie same jak w hodowlach wstępnych. Natomiast natężenie światła 

było modyfikowane w doświadczeniu badającym wpływ tego parametru na syntezę 

EPS. 
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Warianty podłoża hodowlanego 

Źródło azotu 

W celu określenia źródła azotu odpowiedniego do syntezy EPS podłoże 

hodowlane BG11 zmodyfikowano poprzez zastąpienie azotanu sodu innymi źródłami 

azotu: azotanem amonu, siarczanem amonu oraz mocznikiem. Stężenia poszczególnych 

źródeł azotu obliczono jako ekwiwalent N tak, aby ilość atomów azotu była jednakowa 

we wszystkich wariantach, względem zawartości N w pożywce BG11 (1,5 g L-1 

NaNO3), która stanowiła próbę kontrolną. W celu przygotowania zmodyfikowanych 

pożywek, azotan sodu zastąpiono odpowiednio: 0,53 g L-1 mocznika, 0,71 g L-1 azotanu 

amonu i 1,16 g L-1 siarczanu amonu. Hodowle prowadzono przez 15 dni w systemie 

fotoperiodu 16 h światło: 8 h ciemność, o natężeniu światła 60 µmol foton m-2 s-1 

i temperaturze 25°C±1°C. 

Stężenie azotu 

W celu oceny wpływu stężenia azotanu sodu w pożywce na syntezę EPS przez 

badane gatunki glonów, zastosowano odpowiednio zmniejszone ilości NaNO3: 0,75 g L-1 

(50% N), 0,325 g L-1 (25% N) i 0 g L-1 (0% N). Próbę kontrolną stanowiła pożywka 

zawierająca 1,5 g L-1 NaNO3 (100% N). Hodowle prowadzono przez 15 dni w systemie 

fotoperiodu 16 h światło: 8 h ciemność, o natężeniu światła 60 µmol foton m-2 s-1 

i temperaturze 25°C±1°C. 

Źródło węgla 

W celu sprawdzenia wpływu dodatku organicznego źródła węgla na produkcję 

EPS, do pożywki BG11 dodano glukozę w ilości 5 g L-1. Kontrolę stanowiły hodowle 

prowadzone na pożywce BG11, bez dodatku organicznego źródła węgla. Hodowle 

prowadzono przez 15 dni w systemie fotoperiodu 16 h światło: 8 h ciemność, 

o natężeniu światła 60 µmol foton m-2 s-1 i temperaturze 25°C±1°C. 

Wpływ natężenia światła na syntezę EPS 

W celu określenia wpływu natężenia światła na syntezę EPS, zastosowano 

następujące wartości natężenia światła: 40 µmol foton m-2 s-1 (LL), 60 µmol foton m-2 s-1 

(ML) i 350 µmol foton m-2 s-1 (HL). Hodowle prowadzono przez 15 dni w systemie 
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fotoperiodu 16 h światło: 8 h ciemność, o natężeniu światła 60 µmol foton m-2 s-1 

i temperaturze 25°C±1°C. 

Tabela 5. Zestawienie warunków prowadzenia hodowli jednokomórkowych glonów 

w niniejszej pracy. 

 Podłoże Natężenie światła Czas 

Hodowla 

podstawowa  

BG11 (= BG110 + 1,5 g L-1 

NaNO3) 

60 µmol foton m-2 s-1 22 dni 

Źródło azotu BG110 + 1,5 g L-1 NaNO3 

BG110 + 0,53 g L-1 (NH2)2CO 

BG110 + 0,71 g L-1 NH4NO3 

BG110 + 1,16 g L-1 (NH4)2SO4 

60 µmol foton m-2 s-1 15 dni 

Stężenie 

azotanu sodu 

BG110 + 1,5 g L-1 NaNO3 

BG110 + 0,75 g L-1 NaNO3 

BG110 + 0,325 g L-1 NaNO3 

BG110 + 1,5 g L-1 NaNO3 

60 µmol foton m-2 s-1 15 dni 

Natężenie 

światła 

 

BG11 

 

40 µmol foton m-2 s-1 

60 µmol foton m-2 s-1 

400 µmol foton m-2 s-1 

15 dni 

Źródło węgla BG11 

BG11 + 5 g L-1 glukozy 

60 µmol foton m-2 s-1 25 dni 

 

3.2.2. Pomiar stężenia biomasy komórkowej 

W trakcie hodowli monitorowano wzrost jednokomórkowych glonów poprzez 

spektrofotometryczny pomiar gęstości hodowli (OD680). Po zakończeniu hodowli 

dokonano pomiaru stężenia biomasy komórkowej na podstawie suchej masy. W tym 

celu pobierano określoną objętość hodowli i filtrowano pod zmniejszonym ciśnieniem, 

stosując filtry szklane 0,22 µm Whatmann®GF/C (Whatmann, Wielka Brytania), 

a następnie suszono w suszarce laboratoryjnej (Ventill VC 111, MMM Group, Niemcy) 

w temperaturze 90°C. Po upływie 24 h próbki ważono.  
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3.2.3. Izolacja EPS 

Po zakończeniu hodowli podłoże hodowlane odseparowano od biomasy przy 

pomocy wirowania (9000 rpm, 30 min, 4°C). Supernatant przefiltrowano pod 

zmniejszonym ciśnieniem a następnie zatężono przy użyciu wyparki rotacyjnej (20 

mBar, 38°C, Heidolph, Germany). Ekstrakcję EPS przeprowadzono stosując 96% etanol 

w proporcji 2:1 (dwie części etanolu na jedną część próbki). Całość mieszano przez 30 

min i zostawiono na 72 h celem wytrącenia EPS. Po tym czasie zebrano strącony EPS 

poprzez wirowanie (9000 rpm, 30 min, 4°C). Następnie EPS rozpuszczono w wodzie 

i przeniesiono do membran dializacyjnych (12–14 kDa). Próbki dializowano 

w temperaturze 4°C przez 72 h. Po zakończeniu dializy próbki zamrożono 

i zliofilizowano (liofilizator Labconco, USA). W celu otrzymania frakcji rozpuszczalnej 

w wodzie, EPS rozpuszczono w wodzie demineralizowanej i po 24 h zwirowano. 

Supernatant zebrano, ponownie zamrożono i zliofilizowano. EPS w formie liofilizatu 

przechowywano do analiz.  

3.2.4 Skład chemiczny EPS 

Zawartość cukrów całkowitych 

Do oznaczenia stężenia cukrów całkowitych w EPS zastosowano metodę 

fenolowo-siarkową (DuBois i in., 1956; Masuko i in., 2005). W tym celu pobrano 200 

µL EPS o stężeniu 1 mg mL-1, a następnie dodano 600 µL stężonego kwasu siarkowego 

i 120 µL 5% wodnego roztworu fenolu. Próbki inkubowano przez 5 minut w łaźni 

wodnej o temperaturze 90°C. Po ostudzeniu mieszaniny reakcyjnej, zawartość cukrów 

zmierzono przy użyciu spektrofotometru Cary 300 UV-Vis (Varian Medical Systems, 

Inc., Australia) przy 490 nm. Stężenie cukrów obliczono na podstawie krzywej 

kalibracyjnej przygotowanej dla roztworu glukozy w zakresie 200–1000 µg mL-1 

(POCH, Polska). 

Zawartość białka 

Stężenie białka w badanych próbkach oznaczono metodą Bradforda (Piasecka 

i Baier, 2022; Bradford, 1976). Procedura obejmuje dodanie 100 µL próbki EPS do 

1 mL przygotowanego wcześniej odczynnika Bradforda, będącego kwaśnym roztworem 

barwnika Coomasie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich, USA) w etanolu. Podczas 

reakcji białek z barwnikiem powstaje kompleks o niebieskim zabarwieniu z maksimum 
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absorpcji przy 595 nm. Stężenie białka wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej 

przygotowanej dla albuminy bydlęcej o stężeniach w zakresie 10–100 µg mL-1 (Sigma 

Aldrich, USA). 

Zawartość związków fenolowych 

Do ilościowego oznaczenia związków fenolowych w EPS zastosowano metodę 

spektrofotometryczną z diazosulfanilamidem (DASA) (Malarczyk i in., 2011). Do 0,2 

mL badanej próbki dodano 0,2 mL 2% roztworu DASA w 10% HCl oraz 0,2 mL 5% 

NaNO3. Mieszaninę pozostawiono na 1 minutę, po czym dodano 1 mL 20% Na2CO3. 

Absorbancję barwnego produktu reakcji zmierzono spektrofotometrycznie przy 

długości fali 500 nm. Stężenie związków fenolowych obliczono na podstawie krzywej 

kalibracyjnej wykonanej dla kwasu wanilinowego w zakresie 10–100 µg mL-1. 

Hydroliza EPS 

Przed przystąpieniem do oznaczenia zawartości cukrów redukujących, kwasów 

uronowych, aminokwasów, aminocukrów oraz identyfikacji monosacharydów próbki 

EPS poddano hydrolizie kwasowej z zastosowaniem 4 M kwasu trifluorooctowego 

(TFA). Proces ten prowadzono w termobloku (Macherey-Nagel, Niemcy) 

w temperaturze 100°C przez 4 h. Po hydrolizie TFA usunięto z próbek poprzez 

trzykrotne rozpuszczanie hydrolizatu w wodzie demineralizowanej i odparowywanie. 

Następnie próbki rozpuszczono w wodzie demineralizowanej i przechowywano 

w temperaturze 4°C do czasu przeprowadzenia analiz (Czemierska i in., 2017). 

Zawartość cukrów redukujących 

Zawartość cukrów redukujących oznaczono metodą Somogyi-Nelsona (Hope 

i Burns, 1987; Shao and Lin, 2018). W metodzie tej, cukry redukują jony Cu(II) do 

Cu(I) w słabo zasadowym środowisku winianu sodowo-potasowego. Powstały tlenek 

miedzi (I) reaguje z kwasem arsenomolibdenowym, co prowadzi do powstania tlenków 

molibdenu, nadających niebieskie zabarwienie roztworu. Odczynnik miedziowy 

stosowany w reakcji przygotowuje się bezpośrednio przed pomiarem poprzez 

zmieszanie odczynnika Somogyi I i Somogyi II w proporcji 1:25. Somogyi I to 15% 

roztwór CuSO4 z dodatkiem 2 kropli stężonego kwasu siarkowego. Natomiast Somogyi 

II jest roztworem zawierającym Na2SO4, winian sodowo-potasowy, NaHCO3 i Na2CO3. 

Odczynnik Nelsona przygotowano poprzez rozpuszczenie molibdenianu amonu 

w wodzie demineralizowanej, dodanie stężonego kwasu siarkowego i arsenianu sodu. 
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Do 0,5 mL roztworu EPS dodano 0,5 mL wody destylowanej i 1 mL odczynnika 

miedziowego. Mieszaninę reakcyjną inkubowano w łaźni wodnej o temperaturze 100°C 

przez 10 min. Po ostudzeniu mieszaniny, dodano 1 mL odczynnika Nelsona. Zawartość 

cukrów redukujących mierzono spektrofotometrycznie przy 520 nm, a stężenie 

wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej wykonanej dla glukozy w zakresie 

100–1000 µg mL-1 (POCH, Polska). 

 

Zawartość kwasów uronowych 

Kwasy uronowe oznaczono stosując metodę karbazolowo-siarkową (Bitter 

i Muir, 1962; Li i in., 2007). Probówki reakcyjne umieszczono w lodzie, a następnie do 

każdej wprowadzono po 5 mL roztworu stężonego kwasu siarkowego i 0,025 M 

czteroboranu sodu. Następnie nawarstwiono 1 mL zhydrolizowanego EPS, zawartość 

probówek wymieszano szklaną bagietką, a następnie przeniesiono do wrzącej łaźni 

wodnej. Po upływie 15 min probówki ostudzono, dodano 0,2 mL 0,125% roztworu 

karbazolu w etanolu bezwodnym i ponownie inkubowano w łaźni wodnej przez 10 min. 

Produkt reakcji kondensacji bezwodników kwasu uronowego z karbazolem mierzono 

kolorymetrycznie przy 530 nm. Stężenie kwasów uronowych obliczono na podstawie 

krzywej wzorcowej wykonanej dla kwasu galakturonowego w zakresie 10–200 µg mL-1 

(Sigma Aldrich, USA). 

Zawartość aminokwasów 

Stężenie aminokwasów oznaczono za pomocą metody ninhydrynowej (Bailey 

i Leggett, 1962; Sun i in., 2006). W tym celu do 0,25 mL EPS dodano 1 mL roztworu 

ninhydryny rozpuszczonej w 96% etanolu (2 g ninhydryny w 50 mL etanolu). Reakcję 

przeprowadzono w obecności 0,4 M buforu cytrynianowego o pH 5, który dodano 

w ilości 0,75 mL. W wyniku reakcji aminokwasów z ninhydryną powstaje fioletowo-

niebieski produkt, którego maksimum absorpcji wynosi 570 nm i przy tej długości fali 

wykonywano pomiary. Krzywą wzorcową wykonano dla roztworów glicyny o stężeniu 

w zakresie 10–100 µg mL-1 (POCH, Polska). 

Zawartość aminocukrów 

Oznaczenie zawartości aminocukrów przeprowadzono z zastosowaniem 

zmodyfikowanej metody Elsona-Morgana (Belcher i in., 1954; Jang i in., 2005). 

Procedura polega na acetylacji aminocukrów poprzez dodanie 0,5 mL acetyloacetonu 
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do 1 mL próbki. Następnie do próbki dodano 2,5 mL 99,5% etanolu i 0,5 mL roztworu 

4-(dimetyloamino)benzaldehydu (DMAB) w HCl. W wyniku kondensacji acetylowanej 

pochodnej aminocukrów i DMAB powstaje produkt o barwie różowej. Wartość 

absorbancji próbek badanych mierzono przy 530 nm. Stężenie aminocukrów obliczono 

na podstawie krzywej wzorcowej wykonanej dla D-glukozaminy w zakresie 5–50 µg 

mL-1. 

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) 

Do oznaczenia składu monosacharydów zastosowano technikę chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC, ang. thin layer chromatography). W tym celu 30 µL 

zhydrolizowanego EPS i roztworów wzorcowych monosacharydów nanoszono na 

pokryte żelem krzemionkowym płytki TLC (Merck, Niemcy) i wysuszono. Do 

identyfikacji monosacharydów zastosowano roztwory standardowe glukozy, galaktozy, 

mannozy, fruktozy, ksylozy, ramnozy (Sigma, USA) o stężeniu 1 mg mL-1. Płytki 

umieszczano w komorze chromatograficznej uprzednio wysyconej fazą rozwijającą (1-

propanol : octan etylu : woda w proporcji 4:0,5:0,5 v/v). Rozdział prowadzono przez 4 

godz. Następnie płytki wysuszono, spryskano 10% H2SO4 w etanolu i suszono 

w temperaturze 100°C przez 15 min w celu wizualizacji rozdzielonych 

monosacharydów. Następnie wyznaczono współczynnik retencji (Rf, ang. retention 

factor) dla każdego składnika według wzoru 1: 

Rf = Ls/Lr          (1) 

gdzie: Ls – odległość przebyta przez monosacharyd; Lr – odległość przebyta przez 

rozpuszczalnik (Czemierska i in., 2016). 

3.2.5. Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) 

Widma FTIR zliofilizowanych EPS rejestrowano za pomocą spektrometru 

Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, USA) wyposażonego w przystawkę do 

osłabionego całkowitego odbicia (ATR, ang. attenuated total reflectance). Widma 

zbierano w zakresie 4000–400 cm-1, w odstępach co 4 cm-1. Rozdzielczość widm 

wynosiła 128 skanów. Korekcję linii bazowej otrzymanych widm przeprowadzono przy 

użyciu oprogramowania OMNIC (v.8.2, Thermo Fischer Scientific Inc., USA) 

(Piasecka i in., 2020). Wyniki były wizualizowane i analizowane przy użyciu MS Excel 

2007. 
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3.2.6. Właściwości sorpcyjne EPS 

Przygotowanie roztworów azotanu (V) kadmu i azotanu (V) ołowiu oraz przebieg 

doświadczenia sorpcji 

Publikacja P.2.: Doświadczenie przeprowadzono dla EPS syntetyzowanych 

przez P. kessleri i C. vulgaris 898 w warunkach autotroficznych. Przygotowano 

roztwory Pb(NO3)2 i Cd(NO3)2 ∙ 4H2O o stężeniach: 10, 50, 100 i 150 mg L-1. Następnie 

rozpuszczono EPS w roztworach soli metali do końcowego stężenia 100 mg L-1. Próbę 

kontrolną stanowił EPS rozpuszczony w wodzie demineralizowanej. Wartość pH 

roztworów ustalono do 5, za pomocą 0,1 M HCl. Próbki mieszano na wytrząsarce 

obrotowej przy 120 rpm przez 30 min w temperaturze 25°C. 

Publikacja P3.: Doświadczenie przeprowadzono dla EPS syntetyzowanych przez 

P. kessleri, C. vulgaris 788 i V. magna w warunkach miksotroficznych. Przygotowano 

roztwory azotanu ołowiu o stężeniu 100 mg L-1 o pH 4, 5 i 6. Następnie rozpuszczono 

EPS w przygotowanych roztworach soli metali do końcowego stężenia 100 mg L-1. 

Dalsza procedura jest wspólna dla obu doświadczeń. Próbki odwirowano przy 

9500 rpm przez 12 min (Rotanta 460 RS, Hettich, Niemcy). Supernatant zebrano 

i przefiltrowano przy użyciu hydrofilowego filtra PES 0,22 µm (Chemland, Polska). 

Próbki kontrolne przygotowano według tej samej procedury, jednak EPS rozpuszczono 

w wodzie zamiast w roztworach soli metali. Następnie filtraty wykorzystano do 

pomiaru stężenia jonów metali za pomocą ICP-OES. Natomiast osad zliofilizowano, 

a następnie wykorzystano do przeprowadzenia analizy FTIR. Eksperymenty sorpcyjne 

przeprowadzono w trzech powtórzeniach. 

Oznaczenie stężenia jonów metali (ICP-OES) 

Do oznaczenie stężenia jonów metali w filtracie zastosowano optyczną 

spektrometrię emisyjną z indukcyjnie sprzężoną plazmą (ICP-OES). Pomiary wykonano 

przy użyciu aparatu iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, USA) wyposażonego 

w detektor typu CID (ang. charge injection device) oraz oprogramowanie charge 

injection device. Roztwory wzorcowe zostały przygotowane z wielopierwiastkowego 

wzorca CCS-6 o stężeniu 100 g mL-1 (7% HNO3) (Inorganic Ventures, USA). 

Urządzenie pracowało przy następujących parametrach: generator RF moc 1150 W, 

częstotliwość generatora RF 27,12 MHz, natężenie przepływu gazu nośnego 0,65 
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dm3 min-1, natężenie przepływu gazu chłodzącego 16 dm3 min-1, oraz gazu 

pomocniczego 0,4 dm3 min-1. Długości fal zastosowane do oznaczenia zawartości metali 

wynosiły odpowiednio: 220,353 nm dla ołowiu i 214,438 nm dla kadmu. Do obliczenia 

procentowego potencjału usuwania (RP, ang. removal potential) zastosowano wzór 2, 

natomiast do obliczenia ilości zaadsorbowanych jonów (q) metali zastosowano wzór 3: 

RP [%] = (ci – c)/ci · 100 %         (2) 

q = ((ci – c) V)/W          (3) 

gdzie: ci – początkowe stężenie jonów metali [mg L-1]; c – stężenie jonów metali po 

inkubacji z EPS [mg L-1]; V – objętość próbki [L] po inkubacji z EPS [mg L-1]; V – 

objętość próbki [L]; W – masa EPS w próbce [mg] (Biswas i in., 2020). 

Oznaczono również zawartość Ca, Mg, Mn, P, S i Zn [mg L-1] w roztworze po procesie 

sorpcji. 

3.2.7. Oznaczanie aktywności flokulacyjnej 

Aktywność flokulacyjną EPS oznaczano za pomocą metody kaolinowej (Kurane 

i in., 1994). Kaolin jest minerałem ilastym glinokrzemianowym o wzorze chemicznym 

~Al2Si2O5(OH)4, składającym się głównie z kaolinitu (Kunio i Schreiber, 2013). 

Przygotowano zawiesinę zawierającą 4,5 g L-1 kaolinu (CAS 1332-58-7) (Sigma 

Aldrich, USA) i 11 g L-1 CaCl2 w wodzie demineralizowanej. Do roztworu 9 mL 

zawiesiny kaolinu z dodatkiem 0,1 M chlorku wapnia dodawano odpowiednio 0,1 mL 

EPS o stężeniu 1 g L-1 lub wody demineralizowanej, w przypadku próby kontrolnej. 

Całość mieszano przez 20 sekund przy 2000 rpm przy użyciu wytrząsarki typu Vortex 

i odstawiano. Po upływie 5 min pobierano 0,9 mL płynu, zanurzając końcówkę pipety 

w roztworze na głębokości 7 mm. Płyn przenoszono do kuwety spektrofotometrycznej, 

dodawano 0,9 mL wody demineralizowanej i mieszano. Absorbancję mierzono przy 

550 nm. Aktywność flokulacyjną obliczono według wzoru 4:  

Aktywność flokulacyjna [%] = (AK–AB)/AK ∙ 100%     (4) 

gdzie: AK – absorbancja próby kontrolnej; AB – absorbancja próby badanej (Czemierska 

i in., 2016). 
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3.2.8. Pomiar zmian mętności 

Do określenia zdolności flokulacyjnych EPS wykorzystano również pomiary 

zmian mętności zawiesiny kaolinu. Pomiary wykonano przy użyciu turbidymetru Hach 

2100AN (Hach, USA). Próbki przygotowano zawieszając 0,02 g kaolinu w 20 ml 

elektrolitu pomocniczego, którym był 0,001 M NaCl (kontrola). Badane układy 

przygotowano dodając 2 mL i 4 mL 500 mg L-1 roztworu EPS, do końcowego stężenia 

odpowiednio 50 i 100 mg L-1. Dodatkowo zbadano wpływ CaCl2 (50 mg L-1) na 

właściwości 50 mg L-1 EPS. Wartość pH badanych próbek doprowadzono do 7 

używając 0,1 M HCl. Wyniki odczytywano po 2, 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minutach 

(Szewczuk-Karpisz i in., 2021). 

3.2.9. Pomiar wielkości cząstek/agregatów 

Przed przystąpieniem do analiz ustalono gradient sacharozy poprzez zmieszanie 

roztworów 8% i 24%. Po pomiarach zmętnienia próbki przenoszono do analizatora 

wielkości cząstek DC24000 (Anaheim, USA). Pomiary przeprowadzono przy prędkości 

obrotowej tarczy równej 2500 obr./min. Wielkość cząstek/agregatów mierzono 

w zakresie 0,11–5 µm (Szewczuk-Karpisz i in., 2021). 

3.2.10. Analiza statystyczna 

Wszystkie wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie są wartościami 

uśrednionymi z trzech powtórzeń wraz z odchyleniem standardowym. Do określenia 

zgodności uzyskanych wyników z rozkładem normalnym przeprowadzono test Shapiro-

Wilka. Dane spełniające kryterium normalności poddano analizie wariancji (ANOVA) 

z wykorzystaniem testu wielokrotnych porównań – test Tukey’a. Poziom istotności 

przyjęty w analizach wynosił p < 0,05. Analizę statystyczną przeprowadzono przy 

użyciu oprogramowania STATISTICA 12 (Statsoft, Inc., USA). 
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4. Wyniki 

4.1. Selekcja gatunków syntetyzujących EPS 

Pierwszym etapem badań było określenie wydajności oraz specyficznej 

produktywności syntezy EPS przez cztery gatunki jednokomórkowych glonów: 

Vischeria magna, Tetradesmus obliquus, Parachlorella kessleri oraz Chlorella vulgaris, 

w tym 4 szczepy Chlorella vulgaris: 262, 267, 788 i 898.  

Tabela 6 przedstawia ilość EPS uzyskanego w stacjonarnej fazie wzrostu 

komórek (po 22 dniach hodowli). Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że 

wydajność syntezy EPS u większości badanych gatunków była w zakresie 10–14 mg L-1. 

Najniższą wydajność i specyficzną produktywność EPS uzyskano z hodowli T. obliquus 

(2,37 mg L-1; 3,91mg g-1) i C. vulgaris 267 (6,89 mg L-1; 5,53 mg g-1). Najwyższą 

wydajność i specyficzną produktywność EPS stwierdzono u gatunków: P. kessleri (13,1 

mg L-1; 16,38 mg g-1), C. vulgaris 898 (12,64 mg L-1; 14,76 mg g-1) i V. magna (12,54 

mg L-1;11,46 mg g-1). 

Tabela 6. Wydajność i specyficzna produktywność EPS, oraz zawartość cukrów 

całkowitych i białek w EPS syntetyzowanych przez badane gatunki glonów. 

Gatunek 

Wydajność 

EPS 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

EPS [mg g-1] 

Cukry 

[µg mL-1] 

Białko 

[µg mL-1] 

V. magna 12,54 ± 0,99 11,46 ± 0,45 624,43 ± 27,69 4,43 ± 0,67 

P. kessleri 13,10 ± 1,58 16,38 ±0,82 635,03 ± 21,64 5,46 ± 0,58 

T. obliquus 2,37 ± 0,24 3,91 ± 0,92 173,83 ± 7,21 7,85 ± 0,84 

C. vulgaris 898 12,64 ± 1,78 14,76 ±1,46 577,28 ± 19,34 7,46 ± 0,22 

C. vulgaris 788 11,55 ± 1,25 8,72 ± 1,46 718,31 ± 24,04 4,16 ± 0,07 

C. vulgaris 262 10,49 ± 0,35 7,41 ± 0,14 668,92 ± 23,17 8,37 ± 0,41 

C. vulgaris 267 6,89 ± 0,41 5,53 ± 0,45 659,22 ± 29,39 12,11 ± 0,72 

W otrzymanych EPS oznaczono zawartość cukrów całkowitych i białek. Badane 

EPS charakteryzowały się zawartością cukrów całkowitych na poziomie 600–700 µg 

mL-1, natomiast najwyższe stężenie (718 µg mL-1), zaobserwowano w EPS 
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syntetyzowanym przez C. vulgaris 788. Z kolei zawartość białka w badanych EPS 

mieściła się w zakresie 4–8,4 µg mL-1, z wyjątkiem egzopolimeru syntetyzowanego 

przez C. vulgaris 267, który zawierał 12,11 µg mL-1 białka.  

Na podstawie otrzymanych wyników dotyczących wydajności i specyficznej 

produktywności EPS, do dalszych badań wybrano trzy gatunki charakteryzujące się 

najwyższą wydajnością i specyficzną produktywnością EPS: V. magna, P. kessleri i C. 

vulgaris 898.  

4.2. Wpływ wybranych czynników abiotycznych na syntezę EPS 

4.2.1. Źródło azotu 

W celu określenia optymalnego źródła azotu dla wzrostu komórek oraz syntezy 

EPS przeanalizowano cztery związki, zawierające różne formy azotu: amonowa – 

(NH4)2SO4, amonowa i azotanowa – NH4NO3, azotanowa – NaNO3 i organiczne źródło 

azotu – mocznik. Zastosowano równoważne stężenia azotu (atomowego) względem 

zawartości azotanu sodu w pożywce BG11 – 1,5 g L-1. Badane źródła azotu wpływały 

istotnie (p≤0,05) na stężenie biomasy komórkowej badanych gatunków (Tabela 7). Dla 

wszystkich badanych gatunków największe stężenie biomasy komórkowej otrzymano 

w hodowlach z dodatkiem azotanu sodu. W przypadku P. kessleri i C. vulgaris drugim 

najkorzystniejszym źródłem azotu pod względem produktywności biomasy jest 

mocznik, natomiast w przypadku V. magna jest to azotan amonu.  

Wydajność i specyficzną produktywność EPS syntetyzowanych na podłożu 

zawierającym azotan amonu i mocznik, a w przypadku V. magna, również azotan 

amonu przedstawiono w Tabeli 7. Z hodowli w których zaobserwowano zahamowanie 

wzrostu nie izolowano EPS. Największą wydajność syntezy EPS (64,9 mg L-1 

całkowitego EPS i 23,2 mg L-1 rozpuszczalnego EPS) uzyskano w hodowli P. kessleri 

prowadzonej na pożywce zawierającej NaNO3. W przypadku C. vulgaris 898 (17 mg L-1 

i 14,6 mg g-1) i V. magna (18,7 mg L-1 i 12,5 mg g-1) najwyższą wydajność 

i specyficzną produktywność całkowitego EPS stwierdzono w hodowlach 

prowadzonych na podłożu zawierającym azotan sodu. Natomiast wydajność 

i specyficzna produktywność rozpuszczalnego EPS z C. vulgaris i V. magna jest niższa 

w hodowlach prowadzonych na podłożu zawierającym mocznik. Ilość rozpuszczalnego 

EPS uzyskana z badanych hodowli jest kilkukrotnie niższa niż ilość całkowitego EPS. 

Wydajność syntezy rozpuszczalnego EPS stanowi 35,5%, 37% i 11,3% wydajności 
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całkowitego EPS syntetyzowanego odpowiednio przez P. kessleri, C. vulgaris 898 i V. 

magna na podłożu zawierającym azotan sodu. W przypadku hodowli prowadzonej 

w obecności mocznika udział frakcji rozpuszczalnej EPS jest wyższy i wynosi 54%, 

86,8% oraz 36,6% w przypadku P. kessleri, C. vulgaris 898 i V. magna. Oznacza to, że 

w hodowlach prowadzonych na podłożu zawierającym azotan sodu, ilość frakcji 

nierozpuszczalnej EPS, która jest różnicą między wydajnością całkowitego 

i rozpuszczalnego EPS, jest stosunkowo wysoka. 

Pomimo wysokiego stężenia biomasy komórkowej V. magna, gatunek ten 

wykazuje niską produktywność rozpuszczalnego EPS w porównaniu do pozostałych 

badanych gatunków. Wydajność syntezy rozpuszczalnego EPS przez C. vulgaris 898 

oraz V. magna nie wykazuje różnic w zależności od zastosowanego źródła azotu 

podczas hodowli. Natomiast NH4NO3 wpływa istotnie na obniżenie wydajności syntezy 

EPS w hodowli V. magna. W przypadku P. kessleri, azotan sodu okazał się optymalnym 

źródłem azotu pod kątem ilości otrzymanego EPS. W związku z powyższym NaNO3 

wybrano jako optymalne źródło azotu dla tego gatunku. Z uwagi na najwyższy przyrost 

biomasy komórkowej, a także najwyższą wydajność i specyficzną produktywność 

całkowitego EPS, a w przypadku P. kessleri również rozpuszczalnego EPS, na podłożu 

zawierającym azotan sodu, związek ten wybrano do dalszych badań.  
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Tabela 7. Wpływ źródła azotu na stężenie biomasy komórkowej glonów oraz 

wydajność i specyficzną produktywność całkowitego i rozpuszczalnego EPS 

syntetyzowanego przez P. kessleri, C. vulgaris 898, V. magna. 

Gatunek Źródło 

azotu 

Stężenie 

biomasy 

komórkowej 

[g L-1] 

Całkowity EPS Rozpuszczalny EPS 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

P. kessleri 

NaNO3 1,9 ± 0,24 64,9 ± 4,03 34,4 ± 1,55 23,2 ± 1,44 12,3 ± 1,41 

CO(NH2)2 1,4 ± 0,32 19,3 ± 3,28 13,7 ± 1,96 10,7 ± 0,20 7,4 ± 1,34 

NH4NO3 0,5 ± 0,12 - - - - 

(NH4)2SO4 0,4 ± 0,24 - - - - 

C. vulgaris 

898 

NaNO3 1,7 ± 0,39 17,0 ± 1,06 14,6 ± 3,26 6,1 ± 0,39 5,4 ± 0,49 

CO(NH2)2 1,1 ± 0,10 7,7 ± 1,53 7,6 ± 0,86 6,7 ± 0,13 6,2 ± 0,33 

NH4NO3 0,4 ± 0,21 - - - - 

(NH4)2SO4 0,3 ± 0,21 - - - - 

V. magna 

NaNO3 1,5 ± 0,22 18,7 ± 0,61 12,5 ± 1.89 2,02 ± 0,14 1,36 ± 0,28 

CO(NH2)2 0,8 ± 0,17 4,0 ± 0,72 4,6 ± 0,77 1,97 ± 0,27 2,33 ± 0,45 

NH4NO3 1,4 ± 0,18 3,5 ± 0,83 2,47 ± 0,35 1,04 ± 0,17 0,74 ± 0,11 

(NH4)2SO4 0,6 ± 0,17 - - - - 

4.2.2. Stężenie źródła azotu 

Następny etap badań obejmował określenie wpływu stężenia azotanu sodu na 

przyrost biomasy i ilość produkowanego EPS. Wyniki przedstawione w Tabeli 8 

wskazują, że zmniejszenie zawartości azotanu sodu w podłożu wzrostowym do 0,75 g L-1 

wpływało na zwiększenie stężenia biomasy końcowej w hodowlach C. vulgaris i V. 

magna w stosunku do warunków kontrolnych. Natomiast hodowla P. kessleri 

charakteryzowała się takim samym przyrostem biomasy komórkowej we wszystkich 

wariantach podłoża zawierających azot. W warunkach braku azotanu sodu w podłożu (0 

g L-1) obserwowane były minimalne przyrosty biomasy wszystkich analizowanych 

gatunków, a także obniżona wydajność syntezy EPS. Najwyższą wydajność syntezy 

całkowitego EPS oraz rozpuszczalnego EPS syntetyzowanego przez P. kessleri, 

wynoszącą odpowiednio 30,7 mg L-1 i 10,1 mg L-1, stwierdzono w hodowlach 

prowadzonych na podłożu zawierającym 1,5 g L-1 NaNO3. C. vulgaris, pomimo 

niskiego przyrostu biomasy w hodowli niezawierającej źródła azotu, wykazuje 
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stosunkowo wysoką wydajność syntezy zarówno całkowitego (25,5 mg L-1), jak 

i rozpuszczalnego EPS (12,7 mg L-1). Wartości te są porównywalne z wydajnością 

syntezy EPS uzyskanymi z hodowli prowadzonej na podłożu zawierającym 1,5 g L-1 

NaNO3: 30,6 mg L-1 i 11,6 mg L-1 odpowiednio dla całkowitego i rozpuszczalnego EPS. 

V. magna, podobnie jak P. kessleri wykazuje najwyższą wydajność syntezy całkowitego 

EPS w obecności najwyższego zastosowanego stężenia azotanu sodu (1,5 g L-1). 

W przypadku rozpuszczalnego EPS najwyższą wydajność syntezy EPS przez komórki 

V. magna stwierdzono w warunkach stężenia 0,375 mg L-1 azotanu sodu w podłożu 

hodowlanym. Najwyższe wartości specyficznej produktywność EPS, dla wszystkich 

badanych gatunków glonów, zaobserwowano w hodowlach prowadzonych w warunkach 

0g L-1 azotanu sodu w podłożu, wynoszące odpowiednio 42,1 mg L-1, 82,6 mg L-1 i 20,8 

mg L-1 dla EPS z P. kessleri, C. vulgaris i V. magna. Specyficzna produktywność EPS 

syntetyzowanego przez P. kessleri w warunkach braku egzogennego źródła azotu 

w podłożu hodowlanym jest dwukrotnie wyższa niż w warunkach kontrolnych (1,5 g L-1), 

podczas gdy w przypadku C. vulgaris stwierdzono czterokrotny wzrost specyficznej 

produktywności EPS.  
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Tabela 8. Stężenie biomasy komórek glonów oraz EPS w hodowlach P. kessleri, C. 

vulgaris i V. magna wzrastających na podłożu zawierającym różne stężenia azotanu 

sodu (±SD). 

Gatunek 

Stężenie 

NaNO3 

[g L-1] 

Stężenie  

biomasy 

komórkowej 

[g L-1] 

Całkowity EPS Rozpuszczalny EPS 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

P. 

kessleri  

0 0,1 ± 0,02 9,3 ± 0,12 42,1 ± 3,26 3,2 ± 0,19 14,5 ± 2,34 

0,375 0,9 ± 0,12 19,7 ± 0,41 15,5 ± 0,31 6,1 ± 0,11 4,8 ± 0,28 

0,75 0,9 ± 0,15 20,3 ± 0,44 16,0 ± 0,45 6,4 ± 0,27 5,1 ± 0,46 

1,5 1,0 ± 0,26 30,7 ± 0,83 18,9 ± 0,66 10,1 ± 0,14 6,2 ± 0,26 

C. 

vulgaris 

898 

0 0,2 ± 0,10 25,5 ± 0,65 82,6 ± 6,54 12,7 ± 0,34 41,1 ± 3,99 

0,375 1,1 ± 0,10 15,7 ± 0,25 9,2 ± 0,34 6,5 ± 0,15 3,8 ± 0,12 

0,75 1,2 ± 0,19 20,4 ± 1,43 10,3 ± 0,21 7,0 ± 0,05 3,5 ± 0,03 

1,5 0,9 ± 0,12 30,6 ± 0,43 22,2 ± 0,68 11,6 ± 0,21 8,4 ± 0,05 

V. 

magna  

0 0,5 ± 0,06 15,6 ± 0,45 20,8 ± 0,52 5,8 ± 0,09 7,7 ± 0,20 

0,375 1,1 ± 0,11 16,2 ± 0,66 8,9 ± 0,34 6,3 ± 0,12 3,5 ± 0,29 

0,75 1,3 ± 0,07 12,7 ± 0,51 6,0 ± 0,21 4,9 ± 0,20 2,3 ± 0,10 

1,5 1,0 ± 0,08 26,4 ± 0,77 18,4 ± 0,21 4,0 ± 0,15 2,8 ± 0,09 

4.2.3. Natężenie światła 

W celu określenia wpływu natężenia światła na syntezę EPS hodowle 

jednokomórkowych glonów prowadzono w następujących warunkach natężenia światła: 

40 µmol foton m-2 s-1 (LL), 60 µmol foton m-2 s-1 (ML) i 350 µmol foton m-2 s-1 (HL) 

w systemie oświetlenia 16 h światło: 8 h ciemność. Uzyskane wyniki (Tabela 9) 

wskazują, że wraz ze wzrostem natężenia światła wzrasta stężenie biomasy 

komórkowej, a także wydajność i specyficzna produktywność syntetyzowanego EPS – 

zarówno całkowitego jak i frakcji rozpuszczalnej w wodzie. Wydajność całkowitego 

EPS syntetyzowanego przez P. kessleri przy niskim natężeniu światła wynosi 33,7 mg 

L-1, natomiast pod wpływem wysokiego natężenia światła uzyskano 66,5 mg L-1. 

Podczas gdy C. vulgaris syntetyzuje 29,5 mg L-1 EPS (LL) i 131,8 mg L-1 EPS (HL), 
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a więc wysokie natężenie światła powoduje ponad czterokrotny wzrost wydajności 

syntezy EPS przez C. vulgaris. W przypadku V. magna wzrost wydajności syntezy EPS 

w warunkach wysokiego natężenia światła jest niemal siedmiokrotnie wyższy niż przy 

świetle o niskim natężeniu. Natomiast uwzględniając specyficzną produktywność EPS, 

różnice nie są tak wysokie. Wysokie natężenie światła przyczynia się do wyraźnie 

zwiększonej syntezy całkowitego EPS przez komórki V. magna oraz rozpuszczalnego 

EPS w przypadku V. magna i C. vulgaris. P. kessleri okazała się gatunkiem najmniej 

wrażliwym na wysokie natężenie światła.  

 

Tabela. 9. Wpływ natężenia światła [µmol m-2 s-1] na stężenie biomasy oraz wydajność 

i specyficzna produktywność EPS (±SD). 

Gatunek 
Natężenie 

światła 

Stężenie 

biomasy 

komórkowej 

[g L-1] 

Całkowity EPS Rozpuszczalny EPS 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

P. 

kessleri 

40 1,1 ± 0,02 33,67 ± 1,59 30,61 ± 1,44 6,97 ± 0,17 6,33 ± 0,15 

60 1,3 ± 0,18 41,96 ± 0,97 32,42 ± 4,24 12,23 ± 0,28 9,46 ± 1,44 

350 1,7 ± 0,27 49,11 ± 2,88 40,21 ± 3,55 27,26 ± 1,6 16,74 ± 1,48 

C. 

vulgaris 

898 

40 1,2 ± 0,02 29,49 ± 1,95 25,08 ± 1,87 11,05 ± 0,74 9,85 ± 0,5 

60 1,3 ± 0,12 49,92 ± 1,4 39,01 ± 4,67 25,86 ± 0,72 20,21 ± 2,42 

350 3,5 ± 0,39 131,76 ± 5,02 37,95 ± 3,61 91,74 ± 6,43 26,34 ± 1,78 

V. magna 

40 1,1 ± 0,07 20,7 ± 1,24 18,27 ± 0,76 5,69 ± 0,12 5,03 ± 0,26 

60 1,1 ± 0,13 41,65 ± 1,79 36,59 ± 2,64 9,65 ± 0,15 8,5 ± 1,02 

350 2,4 ± 0,3 141,61 ± 4,23 59,71 ± 6,08 69,83 ± 2,09 26,34 ± 1,78 
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4.3. Wpływ natężenia światła na skład biochemiczny EPS 

Uzupełnieniem badań dotyczących wpływu natężenia światła na produktywność 

EPS jest określenie składu chemicznego egzopolimerów syntetyzowanych przez P. 

kessleri, C. vulgaris 898 i V. magna. Uzyskane wyniki przedstawiono w formie 

wykresów na Ryc. 2. Zawartość cukrów całkowitych w EPS syntetyzowanym 

w warunkach wysokiego natężenia światła (HL) względem EPS syntetyzowanych przy 

niskim natężeniu światła (LL) wzrasta o 30,5%, 44,5% i 35,7%, a cukrów redukujących 

o 31,3%, 24,8% i 43,2% odpowiednio w EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. 

vulgaris i V. magna. Wysokie natężenie światła zwiększa również zawartość białek 

(o 39,4% i 33,7%) i aminokwasów (o 23,8% i 48,3%) w EPS syntetyzowanym przez P. 

kessleri i C. vulgaris. W przypadku EPS z V. magna wysokie natężenie światła 

prowadzi do zmniejszenia zawartości białek i aminokwasów (względem LL). 

Najwyższe stężenia białek i aminokwasów (odpowiednio 11,13 µg mg-1 i 31,11 µg mg-1) 

stwierdzono w EPS wyizolowanym z hodowli prowadzonej w warunkach średniego 

natężenia światła (ML). W przypadku EPS przez P. kessleri i V. magna istotny 

statystycznie wzrost stężenia aminocukrów stwierdzono jedynie w próbkach 

wyizolowanych z hodowli prowadzonych w warunkach wysokiego natężenia światłą 

Istotne statystycznie zmiany zawartości aminocukrów obserwowane są w EPS 

syntetyzowanym przez C. vulgaris, gdzie wzrost natężenia światła powoduje spadek 

zawartości aminocukrów z 8,3 µg mg-1 przy niskim natężeniu światła (LL), do 5,9 µg 

mg-1 (ML) i 7 µg mg-1 (HL). EPS syntetyzowany przez C. vulgaris w warunkach 

niskiego natężenia światła zawiera 109,2 µg mg-1 kwasów uronowych, natomiast wzrost 

natężenia światła zwiększa ich ilość o 25,5% (ML) i 32,8% (HL). Wzrost zawartości 

kwasów uronowych, obserwowany jest również w EPS syntetyzowanym przez P. 

kessleri pod wpływem wysokiego natężenia światła. W przypadku EPS z V. magna 

najwyższą zawartość kwasów uronowych – 156,1 µg mg-1, stwierdzono w próbce 

syntetyzowanej w warunkach średniego natężenia światła. Badane EPS zawierają 

również niewielkie ilości substancji fenolowych wynoszące 2–3,5 µg mg-1, z wyjątkiem 

EPS syntetyzowanego przez C. vulgaris przy niskim natężeniu światła, który zawiera 

5,7 µg mg-1 badanych związków.  
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Ryc. 2. Skład chemiczny EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. vulgaris 898 i V. 

magna w warunkach różnego natężenia światła. 
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Na podstawie uzyskanych wyników, do prowadzenia hodowli badanych 

gatunków jednokomórkowych glonów w celu uzyskania jak największej wydajności 

i specyficznej produktywności EPS, wybrano następujące warunki: 

 azotan sodu jako źródło azotu, 

 stężenie azotanu sodu wynoszące 1,5 g L-1, 

 natężenie światła wynoszące 60 µmol m-2 s-1. 

Wybierając natężenie światła do dalszych hodowli, kierowano się składem 

biochemicznym analizowanych EPS: zawartością białek, aminokwasów i kwasów 

uronowych, które są kluczowymi związkami odpowiadającymi za właściwości 

sorpcyjne EPS, badane w dalszej części pracy. Natężenie światłą wynoszące 60 µmol 

m-2 s-1 (ML) okazało się najkorzystniejsze pod względem zawartości kwasów 

uronowych we wszystkich badanych EPS. Oprócz tego ML zapewnia wysoki poziom 

aminokwasów w EPS P. kessleri, C. vulgaris i V. magna.  
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4.4. Skład chemiczny i właściwości sorpcyjne autotroficznych EPS 

(P.2.) 

Ciempiel W. Czemierska M., Szymańska-Chargot M., Zdunek A., Wiącek D., Jarosz-

Wilkołazka A., Krzemińska I. (2022). Soluble extracellular polymeric substances 

produced by Parachlorella kessleri and Chlorella vulgaris: Biochemical 

characterization and assessment of their cadmium and lead sorption abilities, 

Molecules, 27, 7153. 

 

Celem badań opisanych w publikacji P.2. było określenie składu chemicznego 

zewnątrzkomórkowych polimerów syntetyzowanych w warunkach autotroficznych, 

a także zbadanie ich zdolności do usuwania jonów kadmu (II) i ołowiu (II) z roztworów 

wodnych zawierających badane jony metali o stężeniu 10 mg L-1, 50 mg L-1, 100 mg L-1 

i 150 mg L-1.  

4.4.1. Skład chemiczny 

EPS wyizolowane z hodowli P. kessleri i C. vulgaris 898 poddano analizie 

składu chemicznego z zastosowaniem metod kolorymetrycznych oraz chromatografii 

cienkowarstwowej. Zawartość pierwiastków w EPS określono za pomocą ICP-OES. 

EPS syntetyzowany przez C. vulgaris charakteryzuje się wyższą zawartością 

białek, cukrów redukujących, kwasów uronowych i aminokwasów niż EPS otrzymany 

z hodowli P. kessleri. Wymienione w poprzednim zdaniu związki zawierają grupy 

karboksylowe i hydroksylowe, co może świadczyć o tym, że EPS z C. vulgaris może 

wykazywać większą pojemność sorpcyjną wobec jonów metali. Na podstawie analizy 

chromatograficznej (TLC) stwierdzono obecność ramnozy, mannozy i galaktozy w obu 

badanych EPS, a w EPS z P. kessleri stwierdzono również obecność ksylozy. 

Dodatkowo przeanalizowano zawartość innych pierwiastków (Ca, Mg, Mn, P, S, 

Zn) w EPS, a także ich stężenie w roztworze po procesie sorpcji. Analiza stężenia 

pierwiastków w badanych EPS wykazała wysoką (>18 µg mg-1) zawartość wapnia, 

magnezu i siarki, a w EPS z C. vulgaris również fosforu. W EPS syntetyzowanym przez 

C. vulgaris stwierdzono niemal dwukrotnie wyższą zawartość wapnia i siarki, oraz 

ponad trzykrotnie wyższe stężenie fosforu, niż w EPS syntetyzowanym przez P. 

kessleri, który z kolei charakteryzuje się wyższą zawartością magnezu. 
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4.4.2. Sorpcja ołowiu i kadmu (ICP-OES) 

Doświadczenie sorpcji przeprowadzono z zastosowaniem roztworów azotanu 

ołowiu i azotanu kadmu o stężeniach 10, 50, 100 i 150 mg L-1 i EPS syntetyzowanych 

przez P. kessleri i C. vulgaris o stężeniu 100 mg L-1. Uzyskane wyniki wskazują, że 

EPS z P. kessleri wykazuje najwyższą skuteczność adsorbowania jonów ołowiu 

z roztworu o stężeniu 10 mg L-1 Pb(II). Natomiast EPS z C. vulgaris najwyższą wartość 

adsorpcji wykazuje w środowisku zawierającym 100 mg L-1 i 150 mg L-1 Pb(II). 

W obecności jonów kadmu, oba badane EPS wykazują potencjał usuwania wynoszący 

2–5%, a pojemność sorpcyjna tych EPS wobec jonów Cd(II) nie przekracza 50 mg g-1. 

Z kolei w przypadku jonów Pb(II) wartości te były znacznie wyższe i wynosiły 

odpowiednio 264,1 mg g-1 dla EPS z P. kessleri i 573,6 mg g-1 dla EPS z C. vulgaris. 

Analiza zmian zawartości pierwiastków sorpcji Pb(II) i Cd(II) wykazała, że jony wapnia, 

magnezu, siarki oraz fosforu są uwalniane do roztworu podczas procesu sorpcji. 

4.4.3. Analiza grup funkcyjnych EPS 

Widma FTIR badanych EPS z P. kessleri i C. vulgaris 898 wskazują na 

obecność pasm typowych dla polisacharydów: grup –OH (3358 cm-1 EPS z P. kessleri 

i 3306 cm-1 EPS z C. vulgaris), –CH– (2919 cm-1 i 2938 cm-1), C=O (1730 cm-1), –

COO– (1608 cm-1 i 1597 cm-1 oraz 1416 cm-1), P–O/S–O (1247 cm-1 i 1249 cm-1), C–

O/C–O–H (1046 cm-1 i 1035 cm-1), oraz C–O i C–H w regionie anomerycznym (900–

700 cm-1). 

W obecności jonów Cd(II) wzrosła intensywność pasma grup hydroksylowych 

oraz karboksylowych, pojawiło się pasmo 1623 cm-1, a także intensywne pasmo ok. 

1301 cm-1 w EPS syntetyzowanych przez oba gatunki glonów. Natomiast w obecności 

jonów Pb(II) widma FTIR badanych EPS z P. kessleri wykazują inne zmiany niż 

w przypadku oddziaływania EPS C. vulgaris z jonami ołowiu. W EPS z P. kessleri 

nastąpiło przesunięcie pasma 1608 cm-1 na 1574 cm-1, a pasmo 1416 cm-1 uległo 

przesunięciu na 1404 cm-1, pojawiło się też pasmo 1317 cm-1. Z kolei w C. vulgaris 

EPS zaobserwowano pojawienie się pasma 1621 cm-1, a pasmo 1597 cm-1 uległo 

przesunięciu na 1574 cm-1 (podobnie jak w przypadku kadmu), pasmo 1416 cm-1 

zmieniło maksimum absorbancji na 1398 cm-1 i wyraźnie wzrosła jego intensywność, 

osiągając najwyższą wartość w obecności 100 mg L-1 Pb(II). Zaobserwowane zmiany 
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wskazują na udział grup karboksylowych, a w przypadku Cd(II), również 

hydroksylowych w oddziaływaniu EPS z jonami metali.  
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4.5. Skład chemiczny i właściwości sorpcyjne miksotroficznych EPS 

(P.3) 

Celem badań podjętych w publikacji P.3. jest określenie wpływu warunków 

autotroficznych i miksotroficznych na produktywność, skład chemiczny oraz 

właściwości sorpcyjne EPS syntetyzowanych przez jednokomórkowe glony P. kessleri, 

C. vulgaris i V. magna.  

4.5.1. Wstęp 

W związku z wzrastającym zainteresowaniem egzopolimerami wytwarzanymi 

przez jednokomórkowe glony, istotne jest poszukiwanie warunków wzrostu 

przyczyniających się do zwiększenia ilości syntetyzowanych EPS. Egzopolimery 

syntetyzowane przez jednokomórkowe glony wykazują potencjał do bioremediacji 

środowisk zanieczyszczonych metalami ciężkimi (Ciempiel i in., 2022). Dane 

literaturowe wskazują, że warunki miksotroficzne wpływają na syntezę 

zewnątrzkomórkowych polimerów (Cheirsilp i in., 2016; Li i in., 2020a). Spośród 

badanych źródeł węgla organicznego, najwyższe ilości EPS uzyskano w obecności 

glukozy (Li i in., 2020b). Zespół Vo i in., wykazał, że rodzaj źródła węgla organicznego 

wpływa na stężenie zewnątrzkomórkowych cukrów i białek w hodowli C. vulgaris (Vo 

i in., 2020). Miksotroficzne warunki wzrostu wpływają na metabolizm komórkowy, 

prowadząc do zwiększonej syntezy węglowodanów i EPS (Li i in., 2020a). Z uwagi na 

to, że miksotrofizm wpływa na metabolizm komórkowy, wprowadzenie organicznego 

źródła węgla w postaci glukozy może wpływać na skład chemiczny i właściwości 

zewnątrzkomórkowych polimerów (Babiak i Krzemińska, 2021).  

Sorpcja metali jest procesem chemicznym zależnym od wielu czynników takich 

jak: właściwości sorbentu, wartość pH układu, czas kontaktu, temperatura i rodzaj 

metalu (Dobrowolski i in., 2017). Poprzednie badania wykazały potencjał sorpcyjny 

EPS syntetyzowanych przez P. kessleri i C. vulgaris wzrastających w warunkach 

autotroficznych, wobec jonów Pb(II) i Cd(II) (Ciempiel i in., 2022). 

Niniejsza publikacja obejmuje badanie wpływu warunków miksotroficznych na 

produktywność, skład biochemiczny i właściwości sorpcyjne zewnątrzkomórkowych 

polimerów otrzymanych z hodowli P. kessleri, C. vulgaris i V. magna. W celu 

wyjaśnienia mechanizmu sorpcji metali przez miksotroficzny EPS i zbadanie jego 
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potencjału do zastosowania jako biosorbent, oddziaływanie jonów Pb(II) i EPS badano 

z wykorzystaniem technik FTIR i ICP-OES. 

4.5.2. Zawartość cukrów całkowitych w podłożu hodowlanym 

Zmiany stężenia cukrów całkowitych w czasie trwania hodowli mierzono 

w podłożu hodowlanym metodą fenolowo-siarkową (DuBois i in., 1956) w celu 

monitorowania wykorzystania glukozy przez komórki oraz poziomu syntezy EPS. 

W hodowli autotroficznej zawartość cukrów całkowitych w podłożu hodowlanym 

zwiększała się w kolejnych dniach hodowli (Ryc. 3A). Najwyższe stężenie cukrów 

całkowitych w hodowlach P. kessleri i V. magna stwierdzono w 14 dniu, a w przypadku 

C. vulgaris w 21 dniu hodowli. Ze względu na brak zewnętrznego źródła węgla, 

zawartość cukrów całkowitych stwierdzona w hodowli autotroficznej wskazuje na 

obecność zewnątrzkomórkowych polisacharydów (EPS) w podłożu hodowlanym.  

Natomiast w hodowli mikotroficznej stężenie cukrów całkowitych w podłożu 

hodowlanym po 6 h hodowli wynosiło 4,7 g L-1, 4,3 g L-1 i 3,9 g L-1, odpowiednio dla 

P. kessleri, C. vulgaris i V. magna (Ryc. 3B). W kolejnych dniach zawartość cukrów 

całkowitych w podłożu hodowlanym spada, wskazując na wykorzystanie glukozy przez 

komórki glonów, co przekłada się na zwiększony przyrost biomasy glonów 

w hodowlach miksotroficznych w porównaniu do warunków autotroficznych. Wzrost 

stężenia cukrów całkowitych obserwowany jest w hodowlach miksotroficznych w 14 

dniu (P. kessleri), 17 dniu (C. vulgaris) i 21 dniu hodowli (V. magna), przy czym P. 

kessleri i C. vulgaris osiąga maksimum w 17 dniu, a V. magna w 25 dniu hodowli.  

W celu określenia stopnia wykorzystania glukozy przez komórki glonów, 

zmierzono jej stężenie w pożywce po zakończeniu hodowli metodą Somogyi-Nelsona. 

Wyniki wykazały zawartość glukozy w pożywce w zakresie 16–60 mg L-1 (Ryc. 3C). 

Różnica między stężeniem cukrów całkowitych i glukozy wskazuje na obecność EPS 

w podłożu hodowlanym. 
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Ryc. 3. Stężenie cukrów całkowitych w podłożu hodowlanym i stężenie biomasy 

komórkowej (sucha masa) P. kessleri, C. vulgaris i V. magna w warunkach 

autotroficznych (A) i miksotroficznych (B) (± SD), oraz zawartość glukozy w podłożu 

pohodowlanym w ostatnim dniu hodowli miksotroficznej (C). 

 

4.5.3. Wydajność i specyficzna produktywność EPS 

 Wyniki przedstawione w Tabeli 10 wskazują, że warunki miksotroficzne 

wpływają na zwiększenie syntezy zewnątrzkomórkowych polimerów przez badane 

gatunki glonów. Najwyższą wydajność, jak też specyficzną produktywność EPS 

zarówno w warunkach autotroficznych jak i miksotroficznych stwierdzono w hodowli 

C. vulgaris. Dodatek glukozy do podłoża hodowlanego spowodował 4-krotny wzrost 

ilości rozpuszczalnego EPS produkowanego przez V. magna, niemal 10-krotny wzrost 

w przypadku P. kessleri i 19-krotny w przypadku C. vulgaris. 
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Tabela 10. Wydajność [mg L-1] i specyficzna produktywność [mg L-1] całkowitych 

i rozpuszczalnych EPS (± SD) syntetyzowanych w warunkach autotroficznych (A) 

i miksotroficznych (M). 

Gatunek 
Warunki 

troficzne 

Całkowity EPS Rozpuszczalny EPS 

Wydajność 

[mg L-1] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

Wydajność 

 [mg L-] 

Specyficzna 

produktywność 

[mg g-1] 

P. kessleri A 18,9 ± 2,7 25,2 ± 0,2 17,2 ± 0,4 22,9 ± 0,2 

 M 294,8 ± 19,9 118,5 ± 9,7 164,6 ± 6,5 66,2 ± 5,4 

C. vulgaris A 43,0 ± 3,7 47,4 ± 5,7 14,3 ± 0,7 15,7 ± 1,9 

 M 369,8 ± 20,4 183,8 ± 23,5 266,2 ± 9,6 132,3 ± 16,6 

V. magna A 21,1 ± 1,7 16,1 ± 0,9 19,4 ± 0,5 15,1 ± 0,4 

 M 156,2 ± 11,4 56,8 ± 1,3 92,7 ± 3,8 33,7 ± 0,7 

4.5.4. Skład biochemiczny 

W celu określenia wpływu glukozy na zawartość cukrów całkowitych 

i redukujących, białek, aminokwasów, aminocukrów, kwasów uronowych i substancji 

fenolowych w badanych EPS oznaczono skład chemiczny EPS syntetyzowanych 

w warunkach autotroficznych i miksotroficznych. Otrzymane wyniki (Tabela 11) 

wskazują, że EPS syntetyzowany w warunkach miksotroficznych charakteryzuje się 

wyższą zawartością cukrów całkowitych i redukujących niż EPS syntetyzowane przez 

komórki glonów wzrastające w warunkach autotroficznych. Ilość cukrów całkowitych 

w EPS syntetyzowanych przez P. kessleri i V. magna w warunkach miksotroficznych 

jest wyższa odpowiednio o 52% i 49% w porównaniu do ich zawartości EPS 

wyizolowanych z hodowli prowadzonych w warunkach autotroficznych. W przypadku 

EPS syntetyzowanego przez komórki C. vulgaris wzrost zawartości cukrów 

całkowitych w próbkach miksotroficznych wynosi 23%. Z kolei wzrost zawartości 

cukrów redukujących w EPS otrzymanych z hodowli miksotroficznych wynosi 

odpowiednio 62%, 47% i 44% dla C. vulgaris, P. kessleri i V. magna. W warunkach 

miksotroficznych wzrasta również zawartość białek: o 69% (P. kessleri), 65% (C. 

vulgaris) i 43% (V. magna) oraz aminokwasów o 17% (C. vulgaris) i 73% (V. magna) 

w porównaniu do zawartości tych związków w EPS syntetyzowanym w warunkach 
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autotroficznych. Otrzymane wyniki wskazują na wzrost zawartości aminokwasów 

w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris i V. magna w warunkach miksotroficznych 

w porównaniu do warunków autotroficznych. Natomiast w przypadku P. kessleri 

wyższą zawartość aminokwasów stwierdzono w EPS syntetyzowanym w warunkach 

autotroficznych. EPS syntetyzowany przez V. magna w warunkach miksotroficznych 

charakteryzuje się wyższą zawartością zarówno aminokwasów, jak też aminocukrów 

w porównaniu z EPS syntetyzowanym w warunkach autotroficznych. Dodatek glukozy 

do pożywki prowadzi również do zwiększenia stężenia substancji fenolowych w EPS 

syntetyzowanych w warunkach miksotroficznych. Najwyższą zawartość substancji 

fenolowych stwierdzono w EPS z V. magna (5,4%) oraz w EPS z P. kessleri (4,9%) 

syntetyzowanych w warunkach miksotroficznych. Stężenie kwasów uronowych było 

wyższe w EPS syntetyzowanych w warunkach autotroficznych w stosunku do EPS 

wyizolowanych z hodowli miksotroficznych. Zawartość kwasów uronowych mieściła 

się w zakresie 13,4–15,4%, przy czym najwyższą ilość stwierdzono w EPS 

produkowanym przez V. magna w warunkach autotroficznych.  

Miksotroficzne warunki wzrostu wpłynęły również na skład monosacharydów 

w badanych EPS. Na podstawie analizy wyników chromatografii cienkowarstwowej 

stwierdzono obecność ramnozy, ksylozy, mannozy i galaktozy w EPS syntetyzowanych 

zarówno w warunkach autotroficznych, jaki i miksotroficznych. Fruktoza występuje we 

wszystkich EPS, oprócz produkowanego przez V. magna w warunkach autotroficznych. 

Natomiast podstawową różnicą jest pojawienie się glukozy we wszystkich EPS 

wyizolowanych z hodowli miksotroficznych (Tabela 12). 
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Tabela 11. Skład biochemiczny EPS (% w/w) syntetyzowanych przez P. kessleri, C. vulgaris i V. magna w warunkach autotroficznych 

i miksotroficznych. Litery w indeksie górnym oznaczają istotność statystyczną przedstawionych wyników, analizowanych za pomocą testu 

Tukey’a, ANOVA (p ≤ 0,05) (EPS = 1 mg mL-1; n = 3; ± SD). 

Gatunek 
Warunki 

troficzne 

Cukry 

całkowite  

Białka Substancje 

fenolowe 

Cukry 

redukujące 

Kwasy 

uronowe 

Aminocukry Aminokwasy 

P. kessleri 
A 41,9 ± 3,2a 0,5 ± 0,01a 2,5 ± 0,2a 15,9 ± 1,3a 13,9 ± 1,6a,b 0,3 ± 0,01a 3,8 ± 0,3a 

M 86,5 ± 1,4c 1,6 ± 0,14d 4,9 ± 0,4c 41,5 ± 1,1d 13,4 ± 0,5a 0,4 ± 0,02b 2,8 ± 0,3a 

C. vulgaris 
A 71,8 ± 2,4b 0,4 ± 0,01a,b 1,6 ± 0,4b 18,6 ± 2,8a 14,6 ± 0,7b,c 0,3 ± 0,00a 3,4 ± 0,3a 

M 90,6 ± 1,1c 1,2 ± 0,05c 2,5 ± 0,2a 36,6 ± 1,4c 13,5 ± 0,5a,b 0,4 ± 0,02b 4,1 ± 0,2a 

V. magna 
A 36,9 ± 1,2a 0,3 ± 0,03b 2,1 ± 0,1a,b 17,0 ± 0,7a 15,4 ± 0,1c 0,2 ± 0,01c 2,4 ± 0,1a 

M 72,4 ± 4,9b 0,5 ± 0,04a 5,4 ± 0,3c 30,7 ± 1,5b 13,4 ± 0,5a 0,9 ± 0,02d 8,9 ± 0,3b 

* po hydrolizie 4 M TFA 
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Tabela 12. Skład monosacharydów w EPS syntetyzowanych przez C. vulgaris, P. 

kessleri i V. magnaw autotroficznych (A) i miksotroficznych (M) warunkach.  

4.5.5. Porównanie widm FTIR EPS syntetyzowanych w warunkach 

autotroficznych i miksotroficznych 

 W celu zobrazowania zmian w strukturze EPS wytwarzanych w warunkach 

autotroficznych i miksotroficznych zastosowano technikę FTIR, a wyniki 

przedstawiono na Ryc. 4. Analiza uzyskanych widm wykazała obecność pasm 3300 cm-1, 

2933 cm-1, 1601 cm-1, 1419 cm-1, 1244 cm-1 i 1022 cm-1 w EPS wszystkich badanych 

gatunków. Ponadto w PkA obecne są również pasma 874 cm-1 i 856 cm-1, które nie 

pojawiają się w przypadku PkM. EPS syntetyzowane w warunkach miksotroficznych 

charakteryzują się większym zróżnicowaniem pasm w regionie 1750–1000 cm-1, 

w porównaniu z próbkami wyizolowanymi z hodowli autotroficznych. W widmach 

PkM, CvM, i VmM pojawiają się pasma 1730 cm-1, 1544 cm-1, 1456 cm-1 1371 cm-1, 

1065 cm-1, a także wzrasta intensywność pasma 1136 cm-1 w PkM i CvM. Stwierdzono 

również, że warunki miksotroficzne nie wpływają (lub wpływają w minimalnym 

stopniu) na widmo FTIR EPS syntetyzowanych przez V. magna. 

 

Gatunek 
Warunki 

troficzne 

Skład monosacharydów 

P. kessleri A Rha, Xyl, Man, Fru, Gal 

 M Rha, Xyl, Man, Glc, Fru, Gal 

C. vulgaris A Rha, Xyl, Man, Fru, Gal 

 M Rha, Xyl, Man, Glc, Fru, Gal 

V. magna A Rha, Xyl, Man, Gal 

 M Rha, Xyl, Man, Glc, Fru, Gal 

Rha – ramnoza, Xyl – ksyloza, Man – mannoza, Glc – glukoza, Fru – fruktoza, Gal – 

galaktoza. 
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Ryc. 4. Widma FTIR EPS syntetyzowanych przez P. kessleri (PkA, PkM), C. vulgaris 

(CvA, CvM) i V. magna (VmA, VmM) w warunkach autotroficznych (A, B) 

i miksotroficznych (C, D) zakresie liczb falowych 3500–2600 cm-1 (A, C) i 750–1750 

cm-1 (B, D). 

4.5.6. Sorpcja ołowiu 

 Egzopolimery uzyskane z hodowli miksotroficznych P. kessleri, C. vulgaris i V. 

magna z badano pod kątem właściwości sorpcyjnych w zależności od pH układu (pH 4, 

5 i 6) i czasu kontaktu (5 min, 30 min i 60 min), czyli oddziaływania adsorbatu (Pb(II)) 

z biosorbentem (EPS). Uzyskane wyniki wskazują, że proces sorpcji ołowiu przez EPS 

z P. kessleri i C. vulgaris przebiega najefektywniej w ciągu pierwszych 5 minut (Tabela 

13, Ryc. 5). Po tym czasie w przypadku EPS z C. vulgaris obserwowana jest desorpcja, 

szczególnie w pH 4. Ilość jonów Pb(II) zaadsorbowanych przez EPS z P. kessleri 

utrzymuje się podobnym poziomie niezależnie od czasu oddziaływania. Natomiast 

w przypadku EPS z V. magna obserwowany jest dalszy wzrost ilości zaadsorbowanych 

jonów ołowiu.  
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 Analiza wpływu pH na przebieg procesu sorpcji jonów ołowiu przez EPS 

syntetyzowany przez P. kessleri, C. vulgaris i V. magna w warunkach miksotroficznych 

wykazała, że najwyższa ilość jonów ołowiu (50% i 370 mg g-1) została usunięta 

z roztworu o pH 5 przez EPS wyizolowany z hodowli C. vulgaris już po 5 minutach 

(Ryc. 5, Tabela 13). W pH 6 wydajność procesów sorpcji jest zbliżona, a różnice 

zmniejszają wraz z wydłużeniem czasu kontaktu. EPS P. kessleri po osiągnięciu stanu 

równowagi utrzymuje stały poziom wysycenia jonami Pb(II), a najwyższą efektywność 

wykazuje w pH 6 (233–243 mg g-1). Z kolei EPS syntetyzowany przez V. magna 

wykazuje słabsze właściwości sorpcyjne w porównaniu z EPS syntetyzowanymi przez 

P. kessleri i C. vulgaris. Najwyższą ilość jonów Pb(II) usuniętych z roztworu 

wynoszącą 122,3 mg g-1 zarejestrowano przy pH 6, podczas gdy potencjał usuwania 

wynosił 18,6%. W związku z tym, że pojemność sorpcyjna EPS z V. magna osiąga 

maksimum w 60 minucie, może to sugerować, że wydłużenie czasu kontaktu może 

wpłynąć na zwiększenie ilości wychwytywanych jonów Pb(II). 

Tabela 13. Potencjał usuwania jonów Pb(II) przez miksotroficzny EPS syntetyzowany 

przez C. vulgaris (CvM), P. kessleri (PkM) i V. magna (VmM). Litery w indeksie 

górnym oznaczają istotność statystyczną przedstawionych wyników, opracowaną przy 

użyciu ANOVA testu Tukey’a (p ≤ 0,05) (EPS = 1 mg mL-1; n = 3; ± SD). 

RP [%] Czas kontaktu 

 

5 min 30 min 60 min 

CvM 

pH 4 17,18 ± 0,11d 7,75 ± 1,32c 6,48 ± 0,43c 

pH 5 50,38 ± 1,43a 45,76 ± 0,82a,b 42,55 ± 0,43b 

pH 6 50,23 ± 4,29a 47,43 ± 1,11a,b 48,70 ± 0,53a 

PkM 

pH 4 14,10 ± 1,36b 12,39 ± 2,78b 14,77 ± 2,49b 

pH 5 5,22 ± 2,94a 3,94 ± 1,23a 5,98 ± 0,27a 

pH 6 35,85 ± 2,07c 37,34 ± 1,57c 35,92 ± 0,44c 

 
pH 4 6,63 ± 2,75a 3,76 ± 1,78a 13,05 ± 0,69b,c 

VmM pH 5 12,77 ± 4,15b,c 6,64 ± 1,74a 8,54 ± 0,14a,b 

 

pH 6 7,31 ± 2,13a,b 4,90 ± 0,56a 18,61 ± 2,16c 
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Ryc. 5. Kinetyka sorpcji Pb(II) przez EPS z C. vulgaris (A), EPS z P. kessleri (B) i EPS 

z V. magna (C) w pH 4 (niebieskie kropki), pH 5 (czerwone kropki) i pH 6 (zielone 

kropki). Wykres (D) przedstawia zaadsorbowane ilości Pb(II) po 5 min przez EPS 

poszczególnych gatunków jednokomórkowych glonów. 

 

4.5.7. Analiza grup funkcyjnych EPS (FTIR) 

 W celu uzyskania szczegółowych informacji dotyczących oddziaływania jonów 

ołowiu z miksotroficznymi EPS, przeprowadzono analizę widm FTIR CvM, PkM 

i VmM w pH 4, 5 i 6. Zmierzono także wartość pH wodnych roztworów kontrolnych 

próbek EPS. Kontrolę stanowi EPS syntetyzowany w warunkach miksotroficznych nie 

poddawany modyfikacjom pH. Wyniki przedstawione w Tabeli 14 wskazują, że wodne 

roztwory badanych EPS różniły się pod względem wartości pH (przed modyfikacją). 

PkM i VmM mają charakter lekko kwasowy, natomiast CvM jest alkalicznym 

polisacharydem o pH 9,2. 

Największe różnice w widmie FTIR po modyfikacji pH zaobserwowano 

w zakresie 1750–1200 cm-1 (Ryc. 6). We wszystkich badanych próbkach wartość pH 

wpływała na pasma grup karboksylowych przy 1604–1641 cm-1 i 1406–1419 cm-1, co 

przedstawiono w Tabeli 15. Zaobserwowano, że pasmo przy ok. 1604 cm-1 przesunęło 

się w kierunku dalszych liczb falowych wraz ze spadkiem wartości pH układu. Pasmo 

1408 cm-1 w CvM i PkM oraz 1412 cm-1 w VmM zostało przesunięte w pH 6 do 
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odpowiednio 1412 cm-1, 1417 cm-1 i 1419 cm-1. Wraz ze spadkiem wartości pH pasma 

te przesuwały się w kierunku niższych liczb falowych i obserwowano zmniejszenie ich 

intensywności. Dodatkowo zwiększyła się intensywność pasma 1730 cm-1 we 

wszystkich próbkach w pH 4. Zaobserwowano również wzrost intensywności pasma 

3300 cm-1 w PkM po modyfikacji wartości pH wodnego roztworu EPS. Pasma ok. 1540 

cm-1, 1375 cm-1 i 1240 cm-1 obserwowano zarówno w próbie kontrolnej (EPS 

o niezmienionym pH), jak i w EPS po modyfikacji pH. 

Tabela 14. Wartość pH roztworów wodnych EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. 

vulgaris i V. magna, CEPS = 100 mg L-1. 

EPS PkM CvM VmM 

pH 5,8 ± 0,02 9,2 ± 0,05 6,3 ± 0,01 

 

Po sorpcji jonów Pb(II) we wszystkich analizowanych EPS zanikło pasmo 1730 

cm-1. Widma absorpcji CvM-Pb(II) wykazały wzrost intensywności pasm w zakresie 

1650–1200 cm-1; natomiast zanikło pasmo 1367 cm-1. Jak pokazano w Tabeli 15, pasma 

grup karboksylowych przesunęły się do 1630 cm-1 i ok. 1400 cm-1 odpowiednio we 

wszystkich badanych próbkach, względem próby kontrolnej. Pasmo ok. 1540 cm-1 

obserwowane w kontrolnym EPS przesunęło się na 1585 cm-1 w VmM. Intensywność 

pasma 1240 cm-1 w obecności Pb(II) wzrosła w porównaniu z EPS o zmodyfikowanym 

pH. Dodatkowo szerokie pasmo na ok. 3300 cm-1 przesunęło się do 3277 cm-1 i stało się 

nieco ostrzejsze. Jego intensywność wzrosła w porównaniu z CvM o zmodyfikowanym 

pH. W przypadku PkM i VmM różnice w paśmie 3277 cm-1 nie były tak wyraźne jak 

w przypadku CvM. PkM i VmM wykazywały wzrost intensywności pasm przy 2924 cm-1, 

2850 cm-1 i 1730 cm-1. W PkM po sorpcji Pb(II) zaobserwowano pasmo 1329 cm-1 

w pH 4 i 5. Podobne, chociaż słabsze pasmo obserwowano w VmM. Ponadto 

zaobserwowano ostre pasmo przy 680 cm-1 w CvM-Pb(II) w pH 5 i 6. 
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Ryc. 6. Widma FTIR CvM (A, B), PkM (C, D), VmM (E, F) w zakresie 4000–400 cm-1 

(A, C, E) i 1750–1180 cm-1 (B, D, F). Próbki miksotroficzne (kontrola) – czarna 

przerywana linia; EPS o zmodyfikowanym pH – linia przerywana, EPS 

o zmodyfikowanym pH po sorpcji Pb(II) – linia ciągła; pH 4 (niebieski), pH 5 

(czerwony), pH 6 (zielony). 
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Tabela 15. Liczby falowe (cm-1) pasm grup COO– w miksotroficznych EPS (kontrola), 

po modyfikacji pH i w obecności Pb(II) (CPb(II) = 100 mg L-1). Zielona strzałka – 

przesunięcie w kierunku fal dalszych; czerwona strzałka – przesunięcie w kierunku fal 

bliższych. 

Próbka Kontrola pH 6 pH 5 pH 4 pH 6 + 

Pb(II) 

pH 5 + 

Pb(II) 

pH 4 + 

Pb(II) 

CvM 1408 1412 1408 1406 1398 1400 1404 

PkM 1408 1417 1412 1412 1398 1406 1400 

VmM 1412 1419 1419 1412 1400 1400 1400 

CvM 1604 1618 1608 1631 1630 1630 1630 

PkM 1608 1608 1624 1641 1631 1630 1630 

VmM 1604 1604 1639 1639 1630 1630 1626 

4.6. Właściwości flokulacyjne EPS 

4.6.1. Aktywność autoflokulacyjna EPS syntetyzowanego przez P. kessleri 

Wstępną ocenę właściwości flokulacyjnych EPS syntetyzowanych przez P. 

kessleri przeprowadzono z zastosowaniem testu autoflokulacji. Wyniki przedstawione 

na Ryc. 7 wskazują, że najwyższą aktywność autoflokulacyjną – 84,8% po 120 min 

i 94,3% po 240 min wykazuje hodowla prowadzona na pożywce zawierającej 1,5 g L-1 

azotanu sodu. W hodowli prowadzonej na podłożu zawierającym 0,375 g L-1 (25% N) 

NaNO3, aktywność autoflokulacyjna po 120 minutach wynosiła 41%, natomiast po 240 

min wartość ta wzrosła do 76%. Aktywność autoflokulacyjna w hodowli 

niezawierającej źródła azotu wynosiła 39–40%, a czas kontaktu nie wpływał na 

uzyskane wyniki. Zawartość EPS w próbkach wynosiła 3,68 mg L-1 (0% N), 2,83 mg L-1 

(25% N) i 5,25 mg L-1 (100% N). Otrzymane wyniki wskazują, że zarówno czas 

kontaktu jak i stężenie EPS pełnią istotną rolę w procesie autoflokulacji.  
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Ryc 7. Aktywność autoflokulacyjna hodowli P. kessleri wzrastającej na podłożu 

o zmiennej zawartości azotanu sodu w podłożu (A). Test autoflokulacji hodowli P. 

kessleri (B). 

4.6.2. Wpływ pH na aktywność flokulacyjną EPS z P. kessleri  

Następnie przeprowadzono pomiary aktywności flokulacyjnej EPS 

syntetyzowanych przez P. kessleri za pomocą metody spektrofotometrycznej 

z kaolinem. Analizowane warianty obejmowały cztery stężenia EPS (11 mg L-1, 5,5 mg 

L-1, 2,75 mg L-1, 1,1 mg L-1) oraz trzy wartości pH zawiesiny kaolinu (pH 4,8, 7,7 

i 11,5).  

Wyniki przedstawione na Ryc. 8 wskazują, że aktywność flokulacyjna EPS 

syntetyzowanego przez P. kessleri wzrasta wraz ze spadkiem stężenia EPS 

w środowisku obojętnym i zasadowym. Najwyższą aktywność flokulacyjną stwierdzono 

w układzie zawierającym EPS w stężeniu 1,1 mg L-1, a uzyskane wartości wynosiły 

odpowiednio 23,7% w pH 7,3 i 12% w pH 11,5. Natomiast w pH kwaśnym, aktywność 

flokulacyjną wynoszącą 4,7% stwierdzono po zastosowaniu EPS w stężeniu 11 mg L-1. 
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Ryc. 8. Aktywność flokulacyjna EPS z P. kessleri w zależności od stężenia EPS 

i wartości pH układu. 

 

 Zbadano również wpływ wartości pH na zmiany mętności układu za pomocą 

turbidymetru, stosując takie same warunki przebiegu procesu. Stężenie EPS w próbce 

wynosiło 5,5 mg L-1. Wyniki przedstawione na Ryc. 9 wskazują, że w pH 4,7 i 7,3 

dodatek EPS syntetyzowanego przez P. kessleri zwiększa szybkość opadania cząstek 

stałych odpowiednio o 11,6% i 16,7% po 5 minutach. Natomiast pH 11,5 nie wpływa na 

tempo klaryfikacji układu. Należy jednak zwrócić uwagę na fakt, iż modyfikacja pH 

układu zawierającego sam kaolin, również prowadzi do zwiększenia szybkości 

opadania cząstek kaolinu (Ryc. 9D). Pierwsze 5 minut oddziaływania EPS z kaolinem 

jest to czas, w którym zachodzą najbardziej dynamiczne zmiany w układzie. Jednak 

dopiero po 10 minutach dynamika zmian zmniejsza się na tyle, że wpływ wartości pH 

układu przestaje być zauważalny. 
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Ryc. 9. Wpływ dodatku EPS P. kessleri na mętność zawiesiny kaolinu [% NTU] 

zawierającej CaCl2 w pH 4,7 (A), 7,3 (B) i 11,5 (C). PK – kaolin + CaCl2; PB – kaolin 

+ CaCl2 + EPS P. kessleri (CEPS = 5,5 mg L-1). (D) Wpływ wartości pH na zmiany 

mętności zawiesiny kaolinu (PK). 

 

4.6.3. Potencjał EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. vulgaris i V. magna do 

tworzenia agregatów cząstek stałych 

Następnie przeprowadzono analizę zdolności badanych EPS do tworzenia 

agregatów cząstek stałych przy udziale kaolinu. W tym celu wykonano pomiar mętności 

zawiesiny kaolinu po dodaniu EPS wyizolowanych z hodowli P. kessleri, C. vulgaris 

i V. magna. Określono także wpływ dodatku CaCl2 w badanych układach. Po 

zakończeniu pomiarów mętności określono również wielkość powstałych agregatów 

przy użyciu analizatora CPS. 

Wyniki przedstawione na Ryc. 10A, C, E wskazują, że dodatek EPS prowadzi 

do destabilizacji zawiesiny kaolinu. EPS syntetyzowane przez C. vulgaris i V. magna są 

efektywne już w stężeniu 50 mg L-1, a zwiększenie stężenia EPS do 100 mg L-1, nie 

prowadzi do uzyskania lepszych rezultatów. Dodatek CaCl2 zwiększa właściwości 

flokulacyjne EPS z P. kessleri i EPS z C. vulgaris, natomiast wykazuje działanie 

stabilizujące po zastosowaniu razem z EPS z V. magna. Zwiększenie wielkości 

agregatów z 0,23 µm do 0,31 µm zaobserwowano pod wpływem dodatku EPS z P. 

kessleri (Ryc. 10B, Tabela 16). Agregaty powstałe po dodaniu EPS z C. vulgaris i EPS 

z V. magna wykraczały poza zakres pomiaru analizatora CPS i były obserwowane 
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makroskopowo, co zostało przedstawione na Ryc. 11. Zaobserwowano natomiast 

wzrost liczby cząstek o mniejszej średnicy w układzie z dodatkiem EPS C. vulgaris i V. 

magna w porównaniu do próby kontrolnej (kaolin) (Ryc. 10, Tabela 16). Wprowadzenie 

chlorku wapnia do układu zawierającego EPS z V. magna spowodowało pojawienie się 

na widmie dwóch maksimów, z których jedno wskazuje frakcję cząstek o mniejszej 

średnicy niż kaolin, a drugie (o niższej intensywności) frakcję cząstek o większej 

średnicy, co wskazuje na tworzenie się agregatów. 

Ryc. 10. Pomiar mętności w czasie zmierzony za pomocą turbidymetru (A, C, F) 

i pomiar wielkości cząstek przy użyciu analizatora CPS (B, D, F). EPS z P. kessleri (A, 

B), EPS z C. vulgaris (C, D), EPS z V. magna (E, F). EPS 50 – 50 mg L-1 EPS; EPS 100 

– 100 mg L-1 EPS. 
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Ryc. 11. Obserwacje makroskopowe: agregacja cząstek kaolinu (A) oraz kaolinu po 

dodaniu 50 mg L-1 EPS z C. vulgaris (B), 50 mg L-1 EPS z C. vulgaris + 50 mg L-1 

CaCl2 (C) oraz 100 mg L-1 EPS z C. vulgaris (D). 

 

Tabela 16. Średnica agregatów/cząstek [µm] kaolinu, kaolinu z dodatkiem EPS, oraz 

50 mg mL-1 CaCl2. EPS 50 – 50 mg L-1 EPS; EPS 100 – 100 mg L-1 EPS. 

 P. kessleri C. vulgaris V. magna 

Kaolin 0,2329 0,2383 0,2408 

Kaolin + EPS 50 0,2915 0,157 0,1921 

Kaolin + EPS 50 + 

CaCl2 
0,3094 0,1551 0,2054; 0,3416 

Kaolin + EPS 100 0,3091 0,1557; 0,2292 0,1931 

 

  

A B C D
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5. Dyskusja 

Zewnątrzkomórkowe polimery syntetyzowane są przez różne grupy organizmów 

(bakterie, grzyby, glony a także rośliny wyższe). Dzięki ich podstawowej funkcji, jaką 

jest ochrona wytwarzających je komórek przed działaniem niekorzystnych warunków 

środowiska, EPS syntetyzowane przez jednokomórkowe glony stanowią interesujący 

obiekt badawczy (Pierre i in., 2019). Obecnie podstawowym źródłem polimerów 

zewnątrzkomórkowych stosowanych komercyjnie są te produkowane przez bakterie 

i makroglony (wodorosty). Jednak zwiększająca się produkcja biomasy 

jednokomórkowych glonów skłania naukowców do dokładniejszego badania substancji 

wydzielanych do podłoża hodowlanego, w tym właśnie EPS, które charakteryzują się 

wieloma cennymi właściwościami, oraz możliwości ich wykorzystania. Wśród 

najważniejszych i najczęściej badanych właściwości EPS wymienić należy potencjał 

sorpcyjny, flokulacyjny i konsystencjotwórczy (żelowanie i emulsyfikacja) (Xiao 

i Zheng, 2016). Najważniejszymi właściwościami zewnątrzkomórkowych polimerów 

jest ich naturalne pochodzenie, biodegradowalność i nietoksyczność (Babiak 

i Krzemińska, 2021).  

Pomimo wielu cennych właściwości, EPS syntetyzowane przez 

jednokomórkowe glony nie są stosowane komercyjnie, poza nielicznymi wyjątkami. 

Główną przyczyną jest niska produktywność EPS, dlatego w niniejszej pracy podjęto 

badania mające na celu zbadanie wpływu czynników: źródła i stężenia azotu, natężenia 

światła oraz wpływu źródła węgla na wydajność i specyficzną produktywność 

wytwarzanego EPS. 

Badania rozpoczęto od przeglądu literaturowego, który dostarczył informacji 

dotyczących gatunków jednokomórkowych glonów syntetyzujących EPS, a także 

wpływu czynników abiotycznych, takich jak m. in. źródło i dostępność azotu, węgla, 

oraz natężenia światła i systemu oświetlenia na syntezę EPS przez jednokomórkowe 

glony, ich skład chemiczny i właściwości flokulacyjne. Na podstawie informacji 

zebranych w P.1. dokonano wyboru czynników badanych w ramach niniejszej pracy 

oraz wybrano gatunki przeznaczone do badań.  

Źródło i stężenie azotu 

Następnie wybrane gatunki hodowano na pożywce zawierającej następujące 

źródła azotu: azotan sodu, azotan amonu, siarczan amonu i mocznik. Zastosowane 
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stężenia azotanu amonu i siarczanu amonu okazały się toksyczne dla C. vulgaris i P. 

kessleri, prowadząc do zahamowania namnażania się komórek. Możliwą przyczyną, 

było obniżenie pH podłoża hodowlanego do wartości poniżej 5 (Kong i in., 2011). 

Podobne obserwacje podczas hodowli Tetraselmis sp. opisał zespół Kin i in. (2016). 

Badacze wykazali, że amonowe formy azotu wpływają niekorzystnie na wzrost 

zielenicy (Tetraselmis sp.), prowadząc do zahamowania namnażania komórek, 

w porównaniu z hodowlą prowadzoną na podłożu niezawierającym źródła azotu, oraz 

zawierającą formy azotanowe i organiczne źródła azotu (Kim i in., 2016). Natomiast V. 

magna podczas wzrostu na podłożu zawierającym azotan amonu wykazywała 

najwyższy przyrost biomasy, pomimo że wartość pH podłoża spadła do 5,7. Jednak 

wydajność i specyficzna produktywność całkowitego i rozpuszczalnego EPS w hodowli 

V. magna prowadzonej z dodatkiem azotanu amonu była najniższa spośród badanych 

gatunków glonów. Mocznik jest organicznym związkiem, który jest hydrolizowany 

przez ureazę lub amyloidazę mocznikową do dwóch cząsteczek NH4
+ i jednej CO2 

(Guzmán-Murillo i in., 2007). Jednak w przeciwieństwie do amonowych form azotu, 

mocznik nie obniża pH podłoża hodowlanego, a nawet nieznacznie je podnosi (Kong 

i in., 2011). Natomiast produktywność całkowitego EPS w obecności mocznika jest 

znacznie niższa niż na podłożu zawierającym azotan sodu. W obecności NaNO3 wyższa 

jest też zarówno wydajność, jak i specyficzna produktywność EPS, dlatego związek ten 

został wybrany jako źródło azotu do dalszych badań.  

Azot jest istotnym makroelementem, którego brak w podłożu hodowlanym 

prowadzi do znacznego ograniczenia namnażania komórek, a co za tym idzie – 

przyrostu biomasy. Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, że brak źródła azotu 

stymuluje komórki glonów do zwiększonej syntezy EPS. Jednak z uwagi na niskie 

stężenie biomasy (0,1 g L-1 w przypadku P. kessleri, 0,2 g L-1 C. vulgaris oraz 0,5 g L-1 

w przypadku V. magna), pozytywny wpływ braku źródła azotu na specyficzną 

produktywność EPS nie przekłada się na wzrost wydajności tego procesu.  

Wydajność całkowitego EPS syntetyzowanego przez badane gatunki 

jednokomórkowych glonów na podłożu zawierającym 1,5 g L-1 NaNO3 mieściła się 

w zakresie 26–31 mg L-1, oraz 18–22,2 mg g-1. Pod względem wydajności, były to 

najwyższe uzyskane w tym doświadczeniu wartości. Jednak najwyższe wartości 

specyficznej produktywności całkowitego EPS uzyskano w hodowlach prowadzonych 

na podłożu niezawierającym źródła azotu. W hodowli C. vulgaris prowadzonej 

w warunkach braku źródła azotu ilość otrzymanego EPS (g L-1) jest również wysoka 
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i wynosi 25,5 mg L-1. Biorąc pod uwagę specyficzną produktywność całkowitego EPS 

(Tabela 7), można jednoznacznie stwierdzić, że brak źródła azotu stymuluje komórki 

wszystkich badanych gatunków jednokomórkowych glonów do syntezy EPS. 

Stymulujący wpływ braku źródła azotu na syntezę EPS zaobserwował również Staats, 

po przeniesieniu hodowli Cylindrotheca klosterium (Bacillariophyceae) z pełnej 

pożywki, na nową, niezawierającą źródła azotu (Staats i in., 2000). Jednak z uwagi na 

niską gęstość biomasy w hodowlach prowadzonych na podłożu bez azotu, rzeczywista 

ilość uzyskiwanego EPS (mg) w niniejszej pracy jest stosunkowo niska, co przekłada 

się na wydajność EPS szczególnie w hodowli P. kessleri. Przeciwne wyniki uzyskał 

zespół Han, który wykazał najwyższą wydajność syntezy EPS przez Nostoc 

flagelliforme (sinica) na podłożu niezawierającym źródła azotu (pozostałe badane 

warianty: 1,5 i 4,5 g L-1 NaNO3) (Han i in., 2017). 

Natężenie światła 

Następnym etapem badań było określenie wpływu natężenia światła na 

efektywność syntezy EPS przez badane gatunki glonów. Uzyskane wyniki wskazały, że 

wzrost natężenia światła wpływał pozytywnie na wydajność syntezy EPS. Dane 

literaturowe dotyczące C. vulgaris i Porphyridium cruentum wskazują, że optymalne 

natężenie światła, sprzyjające syntezie EPS mieści się w zakresie 50–80 µmol m-2 s-1. 

Wyższe natężenia światła, w zakresie 100–650 µmol m-2 s-1 i 115–1840 µE m-2 s-1 były 

jak dotąd badane w hodowlach sinic, odpowiednio Cyanobacterium aponinum 

i Anabaena sp. (Gris i in., 2017; Moreno i in., 1998). W warunkach wysokiego 

natężenie światła (350 µmol m-2 s-1) obserwowany jest wzrost gęstości biomasy, jak 

również wydajności i specyficznej produktywności całkowitego i rozpuszczalnego EPS. 

Następnie określono wpływ natężenia światła na skład chemiczny EPS. 

Uzyskane dane wskazują, że natężenie światła wpływało na zmiany składu 

chemicznego EPS syntetyzowanych przez badane jednokomórkowe glony. 

Obserwowany jest wzrost zawartości cukrów całkowitych (o 30,5%, 44,5% i 37,5%) 

i redukujących (o 31,3%, 24,8% i 43,2%) w EPS wyizolowanych z hodowli 

odpowiednio P. kessleri, C. vulgaris i V. magna prowadzonych w warunkach 

wysokiego natężenia światła w porównaniu do hodowli prowadzonych w warunkach 

niskiego natężenia światła. Wzrasta również zawartość białka i aminokwasów 

(w przypadku C. vulgaris i P. kessleri) w próbkach pozyskanych z hodowli 

prowadzonych w warunkach wysokiego natężenia światła w porównaniu do EPS 
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syntetyzowanych w warunkach oświetlenia o niższym natężeniu. Uzyskane wyniki 

potwierdzają dane literaturowe wskazujące, że wysokie natężenie światła prowadzi 

zarówno do akumulacji białek, jak i cukrów w EPS syntetyzowanych przez konsorcja 

mikroglonowo-bakteryjne w osadzie ściekowym (Fan i in., 2021) oraz Nostoc sp. (Ge 

i in., 2014). Wraz ze wzrostem natężenia światła rośnie zawartość kwasów uronowych 

w EPS z C. vulgaris i P. kessleri. Uzyskane wyniki potwierdzają dane przedstawione 

przez zespół Phélippé, który wykazał istotny statystycznie wpływ wysokiego natężenia 

światła na zawartość kwasów uronowych w sinicy Arthrospira platensis (Phélippé i in., 

2019). Natomiast EPS syntetyzowane przez V. magna wykazują najwyższą zawartość 

białek, aminokwasów i kwasów uronowych podczas hodowli w warunkach średniego 

natężenia światła, a wysokie natężenie światła powoduje znaczne obniżenie ich 

zawartości. Dodatkowo zawartość kwasów uronowych w EPS syntetyzowanych przez 

wszystkie badane gatunki glonów jest na podobnym poziomie w warunkach średniego 

natężenia światła. Ponadto stężenie aminokwasów w EPS V. magna nie różni się 

statystycznie w próbkach pochodzących z ML i HL, a w przypadku związków 

fenolowych ich stężenie jest minimalnie wyższe w wariancie HL. Brak jest jednak 

danych literaturowych opisujących skład chemiczny EPS syntetyzowanych przez V. 

magna. Nieliczne są również doniesienia dotyczące zawartości aminokwasów 

i aminocukrów w EPS syntetyzowanych przez jednokomórkowe glony, a dostępne dane 

nie uwzględniają analizy ich zawartości pod wpływem zastosowania różnych warunków 

natężenia światła. Myklestad wykazał jedynie wzrost stężenia zewnątrzkomórkowych 

aminokwasów wraz z wydłużeniem czasu hodowli okrzemki Chaetoceros affinis 

(Myklestad i in., 1989). Spośród badanych gatunków, najwyższą zawartość 

aminocukrów i związków fenolowych stwierdzono w EPS wytwarzanym przez C. 

vulgaris w warunkach niskiego natężenia światła (5,7 µg mg-1).  

Skład chemiczny EPS i właściwości sorpcyjne 

 Następny etap badań polegał na określeniu składu chemicznego EPS 

syntetyzowanych przez P. kessleri i C. vulgaris w warunkach autotroficznych. 

Uzyskane polimery różniły się pod względem składu chemicznego. EPS syntetyzowany 

przez P. kessleri charakteryzuje się wyższą zawartością cukrów całkowitych niż EPS 

z C. vulgaris. Podobne wyniki dotyczące stężenia cukrów całkowitych wykazał Capek 

(2020) w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris oraz Sushytskyi (2020), który badał 

EPS P. kessleri, oba syntetyzowane w warunkach autotroficznych (Capek i in., 2020, 
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Sushytskyi i in., 2020). Natomiast białka, aminokwasy i związki fenolowe występują 

w większym stężeniu w EPS wytwarzanym przez komórki P. kessleri. Zawartość 

kwasów uronowych w EPS syntetyzowanych przez badane gatunki w warunkach 

autotroficznych (13,4–15,4%) jest porównywalna danymi przedstawionymi przez 

zespoły El-Naggar (2020) i Ogawa (1999), którzy stwierdzili zawartość kwasów 

uronowych w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris wynoszącą odpowiednio 17% 

i 14% (El-Naggar i in., 2020; Ogawa i in., 1999). Z kolei stężenie kwasów uronowych 

w glonach z gatunku Dictyosphaerium badanych przez zespół Halaj (2019) wynosiła od 

6,0% do 14% (Halaj i in., 2019). Obecność kwasów uronowych jest jednym 

z kluczowych czynników decydujących o zdolności EPS do wiązania jonów metali 

(Lombardi i in., 2005; Naveed i in., 2019). Jak zasugerowali Lombardi i in. (2005), 

w proces wiązania jonów miedzi przez EPS pochodzący ze Scenedesmus acuminatus, 

zaangażowane są przede wszystkim grupy karboksylowe kwasów uronowych są przede 

wszystkim odpowiedzialne za wiązanie (Lombardi i in., 2005). W EPS badanych 

w niniejszej pracy stwierdzono niewielką ilość aminocukrów wynoszącą 0,42 i 0,38% 

odpowiednio dla EPS z P. kessleri i dla EPS z C. vulgaris. Chociaż aminocukry 

występują głównie w EPS sinic i Ochrophyta (Laroche, 2022), te związki wykryto także 

w EPS z Dictyosphaerium chlorelloides i D. tetrachlorum (0,8–1,6% wag.) (Halaj i in., 

2019). Analiza składu chemicznego EPS syntetyzowanych przez gatunki zielenic 

badane w niniejszej pracy wykazała, że profil biochemiczny EPS C. vulgaris może 

wskazywać na większą pojemność sorpcyjną w porównaniu do EPS syntetyzowanego 

przez komórki P. kessleri. Świadczy o tym wyższa zawartość białek (oraz wyższy 

stosunek białka do cukru) i kwasów uronowych (Ciempiel i in., 2022). 

Skład monosacharydów budujących EPS zależy od wielu czynników. Uzyskane 

wyniki wykazujące obecność ramnozy, mannozy i galaktozy w obu badanych EPS, 

a w EPS syntetyzowanym przez P. kessleri również ksylozy, są najbardziej zbliżone do 

tych uzyskanych przez zespół Ogawa oraz zespół Capek dla EPS syntetyzowanego 

przez C. vulgaris (Capek i in., 2020; Ogawa i in., 1999). 

Przeprowadzono również analizę składu pierwiastkowego badanych EPS, która 

wykazała wyższą zawartość Ca, P i S w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris, 

natomiast Mg, Mn i Zn występowały w większej ilości w EPS pochodzącym z hodowli 

P. kessleri. Pierwiastki występujące w EPS pochodzą z podłoża hodowlanego, a ich 

stężenie w EPS jest częściowo skorelowane ze stężeniem tych pierwiastków w podłożu 

hodowlanym (Jiao i in., 2010). Wysoka zawartość siarki może świadczyć o obecności 
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grup siarczanowych w EPS syntetyzowanych przez P. kessleri i C. vulgaris (El-Naggar 

i in., 2020). Ponadto wykazano, że jony Ca i Mg mogą brać udział w oddziaływaniach 

międzycząsteczkowych wskazując na właściwości sieciujące badanych EPS oraz ich 

udział w stabilizacji agregatów (More i in., 2014; Xiao i Zheng, 2016).  

 Analiza zdolności badanych EPS do adsorbowania jonów kadmu i ołowiu 

z roztworów wodnych wykazała, że EPS P. kessleri jest skuteczniejszy w obecności 

niższych stężeń Pb(II). Natomiast wydajność procesu sorpcji jonów ołowiu przez EPS 

z C. vulgaris zwiększa się znacząco w środowisku o wyższej zawartości Pb(II). Spadek 

efektywności wiązania jonów ołowiu wraz ze wzrostem jego stężenia w roztworze 

zaobserwowano również w doświadczeniu z wykorzystaniem egzopolimeru 

syntetyzowanego przez Phanerochaete chrysosporium (Li i in., 2020c) co może 

świadczyć o wysyceniu miejsc sorpcyjnych. Potencjał obu badanych EPS do usuwania 

jonów kadmu jest zbliżony. Również pojemność sorpcyjna EPS z P. kessleri i C. 

vulgaris wobec jonów kadmu jest znacznie niższa (max. 48.67 mg g-1) niż wobec jonów 

ołowiu (max. 573,6 mg g-1). Dane literaturowe potwierdzają, że jony kadmu wykazują 

niższe powinowactwo do EPS w porównaniu z jonami ołowiu (Dobrowolski i in., 2017; 

Reddad i in., 2003). Może to wynikać z faktu, iż jony ołowiu charakteryzują się niższą 

energią hydratacji [Pb(II) < Cd(II)], wskutek czego wiązanie jonów ołowiu jest dla EPS 

korzystniejsze energetycznie (Ouyang i in., 2019). Ponadto, jak podają dane 

literaturowe, jony ołowiu oddziałują z EPS w takim samym stopniu, zarówno 

w układzie zawierającym sam ołów, jak również w układzie wieloskładnikowym. Kadm 

z kolei jest podatny na interakcje z innymi metalami (Perez i in., 2008). 

Pomiar stężenia pierwiastków (innych niż Cd(II) i Pb(II)) w filtracie po procesie 

sorpcji jonów Cd(II) i Pb(II) wykazał, że jony wapnia, magnezu, fosforu, siarki i cynku 

przenikają z EPS do roztworu. Zaobserwowano też, że w próbkach kontrolnych (EPS 

rozpuszczony w wodzie) stężenie badanych pierwiastków było wyższe niż w próbkach 

EPS po procesie sorpcji. Szczególnie wyraźne zmniejszenie ilości jonów Ca 

uwolnionych do roztworu nastąpiło w przypadku EPS P. kessleri w obecności jonów 

kadmu. Uzyskane wyniki wskazują, że obecność jonów kadmu i ołowiu zmniejsza 

mobilność pierwiastków występujących w strukturze EPS, szczególnie wapnia. Z badań 

przeprowadzonych przez Ahad i Syiem, wynika, że obecność jonów Ca(II) zmniejsza 

ilość zaadsorbowanych jonów Cd(II) przez Nostoc muscorum Meg 1 z 94% do 50%. 

Przytoczone badania wskazują, że wysokie stężenie jonów wapnia w badanych EPS 

może odpowiadać za niską pojemność sorpcyjną badanych materiałów wobec jonów 
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kadmu (Ahad i Syiem, 2019). Ponadto Perez wykazał, że kadm jest podatny na 

oddziaływania z innymi pierwiastkami, które mogą wpływać niekorzystnie na 

wydajność procesu sorpcji (Perez i in., 2008). W związku z tym również pozostałe 

pierwiastki (Mg, Mn, P, S, Zn) występujące w badanych EPS mogą zmniejszać ilość 

zaadsorbowanych jonów kadmu. Z kolei zespół Zhou (2020) wykazał, że wraz ze 

wzrostem stężenia jonów Ca(II), zwiększa się też ilość jonów ołowiu usuniętych 

z roztworu (Zhou i in., 2020).  

Analiza widm FTIR wykazała obecność pasm typowych dla polisacharydów. 

Oprócz drgań O-H, C-H, C=O, C-O, C-O-H, C-C, charakterystyczne dla badanych EPS 

są również pasma niezestryfikowanych grup karboksylowych (około 1600 cm-1 i 1416 

cm-1), a także pasmo około 1248 cm-1 które może pochodzić od drgań grup 

fosforanowych bądź siarczanowych (Alam i in., 2014, Fernando i in., 2017). 

W obecności jonów Cd(II) i Pb(II) pojawia się charakterystyczne pasmo 1392–1300 cm-1, 

które może pochodzić od drgań N–O w Cd(NO3)2 i Pb(NO3)2 (Ai i in., 2020; Trivedi 

i in., 2015). Jony kadmu powodują zmiany intensywności pasma grup –OH, co może 

sugerować, że jednym z mechanizmów sorpcji Cd przez EPS jest oddziaływanie 

z grupami hydroksylowymi. W obecności jonów kadmu i ołowiu (tylko w przypadku 

EPS z C. vulgaris) pojawia się też pasmo 1623 cm-1, które może być efektem protonacji 

niezestryfikowanych grup karboksylowych (Li i in., 2017), bądź ich oddziaływania 

z jonami kadmu. Jony metali oddziałują z EPS za pośrednictwem grup karboksylowych, 

czego dowodem są zmiany maksimum absorbancji tych grup (Parmar i in., 2020; 

Ellerbrock i Gerke, 2021). W oddziaływanie egzopolimerów z jonami Cd(II) i Pb(II) 

zaangażowane są głównie grupy –COO–, –COH i –OH, a także obserwowane są zmiany 

w grupach C–H i w regionie anomerycznym (900–700 cm-1) (Ciempiel i in., 2022). 

Dane uzyskane w badaniach właściwości sorpcyjnych EPS syntetyzowanych 

w warunkach autotroficznych wskazują, że zdolność do wiązania jonów metali 

wykazuje EPS syntetyzowany przez C. vulgaris, co jest związane z wyższą zawartością 

białka, aminokwasów i kwasów uronowych. EPS zawierające ujemnie naładowane 

związki, takie jak kwasy uronowe, charakteryzują się wyższą zdolnością do 

kompleksowania jonów metali, i są uważane za obiecujące materiały w procesie 

usuwania toksycznych metali ze środowiska (Naveed i in., 2019; Xie i in.,2020). 

Następnie przeprowadzono analizy wpływu warunków miksotroficznych na 

wydajność i specyficzną produktywność EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. 

vulgaris i V. magna oraz ich skład chemiczny w porównaniu do EPS syntetyzowanego 
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w warunkach autotroficznych. Zbadano także wpływ czasu oddziaływania EPS z Pb(II) 

i wartości pH na sorpcję jonów ołowiu przez EPS syntetyzowany w warunkach 

miksotroficznych.  

Dodanie glukozy do podłoża hodowlanego spowodowało wzrost wydajności 

syntezy całkowitego EPS przez badane gatunki glonów. Natomiast specyficzna 

produktywność EPS syntetyzowanych w warunkach mikotroficznych również jest 

wyższa niż EPS uzyskanych z tych samych gatunków w warunkach autotroficznych. 

Podobne zależności zaobserwowane w odniesieniu do rozpuszczalnych EPS 

potwierdzają również dane przedstawione przez zespół Cheirsilp (Chersilp i in., 2016). 

Ilość EPS syntetyzowanego przez P. kesseleri i C. vulgaris w warunkach 

miksotroficznych jest porównywalna z danymi przedstawionymi przez zespół Zhang, 

który uzyskał 364,3 mg L-1 i 182,3 mg g-1 EPS z hodowli C. vulgaris prowadzonej na 

pożywce BG11 z dodatkiem glukozy (Zhang i in., 2019). 

EPS syntetyzowane przez hodowle V. magna w warunkach autotroficznych 

i miksotroficznych zostały opisane po raz pierwszy w niniejszej rozprawie. 

Przedstawione wyniki stanowią drugie doniesienie wskazujące na syntezę EPS przez 

gatunki z rodzaju Vischeria. Wcześniej wykazano, że Vischeria punctata, hodowana 

w warunkach autotroficznych, syntetyzuje EPS w zakresie 194–253,7 mg g-1 na 

pożywce Prat (Babich i in., 2022). Dodatek glukozy do podłoża hodowlanego zwiększa 

stosunek węgla do azotu, co prowadzi do intensywniejszej syntezy EPS (Li i in., 

2020a). Jak sugeruje Staats i współpracownicy, nadmiar źródła węgla względem 

zapotrzebowania komórek prowadzi do jego magazynowania w postaci EPS i może być 

wykorzystany w sytuacji niedoboru źródła węgla (Staats i in., 2000; Costa i in., 2018). 

Przedstawione wyniki wykazały, że miksotroficzna strategia odżywiania glonów 

zwiększa wydajność i specyficzną produktywność EPS przez komórki. 

Obecność węgla organicznego w pożywce miała wpływ również na skład 

chemiczny EPS. Wzrosła między innymi zawartość cukrów całkowitych w EPS 

otrzymanych z hodowli miksotroficznych w porównaniu do polimerów 

syntetyzowanych w warunkach autotroficznych przez P. kessleri i C. vulgaris (El-

Naggar i in., 2020; Capek i in., 2020). Podobne zmiany zaobserwowano w publikacji 

Vo i in. (2020) opisującej zawartość zewnątrzkomórkowych cukrów i białek w podłożu 

hodowlanym C. vulgaris pod wpływem obecności różnych źródeł węgla organicznego 

(m. in. glukozy, etanolu i glicyny) w pożywce. Vo wskazuje też, że zmienia się 

stosunek frakcji cukrów i białek związanych ze ścianą komórkową i rozpuszczalnych 
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w podłożu hodowlanym (Vo i in., 2020). Stężenie cukrów całkowitych w EPS 

syntetyzowanym przez P. kessleri odpowiada wartościom przedstawianym przez 

zespoły Sasaki (2021) w warunkach autotroficznych i Lv (2016) w warunkach 

miksotroficznych (Sasaki i in., 2021; Lv i in., 2016). Z kolei zawartość cukrów 

całkowitych stwierdzona w VmA w niniejszej pracy jest wyższa w porównaniu 

z wynikami przedstawionymi przez zespół Babich dla V. punctata wzrastającej na 

pożywce BBM-3N (Babich i in., 2022). EPS syntetyzowane przez P. kessleri, C. 

vulgaris i V. magnaw warunkach miksotroficznych zawierają więcej białka niż 

egzopolimery z hodowli autotroficznych. Wzrost zawartości białka może wynikać 

z faktu, że miksotroficzne warunki wzrostu przyczyniają się do wyższej akumulacji 

białek w komórkach (Wan i in., 2011; Piasecka i in., 2020), co może mieć wpływ na ich 

zawartość w EPS. Ilość aminokwasów w miksotroficznym EPS syntetyzowanym przez 

V. magna jest 4-krotnie wyższa niż w próbkach autotroficznych. Różnice w zawartości 

aminokwasów w EPS wytwarzanym przez P. kessleri i C. vulgaris nie były istotne 

statystycznie (p > 0,05). Dane literaturowe dotyczące zawartości aminokwasów w EPS 

wytwarzanym przez jednokomórkowe glony są ograniczone i zostały opisane jedynie 

u okrzemek i Porphyridium cruentum, dla których określono również skład 

aminokwasowy (Xiao i Zheng, 2016). Zawartość aminokwasów w EPS P. cruentum 

wynosi 1–2%, co jest wartością niższą niż wyniki uzyskane w niniejszej pracy (Heaney-

Kieras i in., 1977). Zawartość kwasów uronowych w EPS syntetyzowanych 

w warunkach autotroficznych przez badane gatunki glonów wynosi 13,9–15,4%. 

Uzyskane wyniki są porównywalne z danymi przedstawionymi przez zespół Ogawa, 

który wskazuje, że EPS syntetyzowane przez komórki C. vulgaris w warunkach 

autotroficznych zawierają 14% kwasu galakturonowego, a zespół El-Naggar wskazuje 

na zawartość kwasów uronowych w EPS C. vulgaris wynoszącą 17% (El-Naggar i in., 

2020; Ogawa i in., 1999). Natomiast Sushytskyi wskazał, że stężenie kwasów 

uronowych w EPS P. kessleri wynosi 1,2–3,1%, co jest znacznie niższym wynikiem niż 

uzyskany w niniejszej pracy (Sushytskyi i in., 2020). Hodowla badanych gatunków 

glonów w warunkach miksotroficznych spowodowała zmniejszenie stężenia kwasów 

uronowych w EPS o 3,6%, 7,5% i 13% odpowiednio dla P. kessleri, C. vulgaris i V. 

magna, w stosunku do EPS syntetyzowanych przez te gatunki w warunkach 

autotroficznych. Badane EPS syntetyzowane w warunkach autotroficznych zawierają 

również 2,1–2,5% (21–25 mg g-1) związków fenolowych. Natomiast Hajimahmoodi 

wskazuje na zawartość związków fenolowych w wodnej frakcji EPS C. vulgaris 
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wynoszącą 19,15 mg GAE g-1 (GAE – ekwiwalent kwasu galusowego) (Hajimahmoodi 

i in., 2010). Warunki miksotroficzne zwiększają zawartość związków fenolowych około 

dwukrotnie w porównaniu z próbkami autotroficznymi. Wzrost zawartości związków 

fenolowych w EPS pod wpływem miksotroficznych warunków wzrostu może wpływać 

pozytywnie na właściwości antyoksydacyjne EPS (Abd El-Baky i in., 2010; 

Dejsungkranont i in., 2017). 

Wszystkie badane EPS zarówno z hodowli autotroficznych jak 

i miksotroficznych zawierały ramnozę, ksylozę, mannozę, galaktozę oraz fruktozę, 

której nie stwierdzono jedynie w autotroficznym EPS syntetyzowanym przez V. magna. 

Natomiast wszystkie EPS z hodowli miksotroficznych zawierały również glukozę. 

Zespół Zhang (2019) podaje, że dominującym cukrem wchodzącym w skład EPS z C. 

vulgaris hodowanej w warunkach miksotroficznych jest galaktoza (45,4%) (Zhang i in., 

2019). Dane literaturowe podają, że EPS syntetyzowany przez C. vulgaris w warunkach 

autotroficznych może składać się głównie z: galaktozy, galaktozy i ramnozy, bądź 

ramnozy (Capek i in., 2020; Ferreira i in., 2020; Ogawa i in., 1999). Jak wskazuje El-

Naggar, EPS z C. vulgaris może być też zbudowany głównie z glukozy (El-Naggar i in., 

2020). Dominującymi monosacharydami budującymi EPS z P. kessleri HY1, podobnie 

jak w przypadku C. vulgaris, jest ramnoza i galaktoza (Sushytskyi i in., 2020). 

Obecność ramnozy, mannozy, galaktozy i glukozy stwierdzono również w EPS 

uzyskanym z C. vulgaris hodowanej w warunkach miksotroficznych (Zhang i in., 2019), 

podczas gdy fruktozę i ksylozę zidentyfikowano w próbkach EPS z autotroficznych 

hodowli C. vulgaris (Capek i in., 2020; El-Naggar i in., 2020). EPS produkowany przez 

Parachlorella sp. BX1.5 w warunkach miksotroficznych składał się głównie z ramnozy 

(48,5%), ale zidentyfikowano również glukozę, galaktozę i ksylozę (Sasaki i in., 2021).  

Widma FTIR badanych EPS wykazują obecność grup –OH (3338–3278 cm-1) 

oraz –CH2 (2937–2924 cm-1) (Zhang i in, 2019). We wszystkich widmach FTIR 

uzyskanych dla EPS z kultur autotroficznych (Ryc. 2A,B) wykazują charakterystyczne 

pasma przy ok. 1600 cm-1 i 1419 cm-1, które wskazują na obecność asymetrycznych 

i symetrycznych drgań rozciągających grup COO– lub ich karboksymetylowych form 

(Szymańska-Chargot i Zdunek, 2013; Šandula i in., 1999). W warunkach 

miksotroficznych (Ryc. 2C,D) intensywność tych pasm ulega zmniejszeniu, co 

przypuszczalnie może wskazywać na oddziaływania wewnątrz EPS, na przykład 

z jonami metali występującymi w EPS m. in. Ca(II) (Tabela 3 w P.2.). Zwiększone 

oddziaływania wewnątrzcząsteczkowe mogą być rezultatem większego stężenia EPS 
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wyizolowanych z hodowli miksotroficznych. Na występowanie oddziaływań 

wewnątrzcząsteczkowych wskazuje Fleming (2010), natomiast wpływ jonów Zn(II) na 

zmniejszenie intensywności pasm 1500–1200 cm-1 w widmie pektyn zaobserwowała 

Gawkowska (2018) (Fleming i in., 2010; Gawkowska i in., 2018). Zawartość kwasów 

uronowych w próbkach miksotroficznych i autotroficznych jest podobna. Jedynie 

w przypadku VmM stężenie kwasów uronowych maleje w stosunku do VmA. 

Dodatkowo słabe pasma przy 1718 i 1724 cm-1 wskazują na pojawienie się 

zestryfikowanych grup C=O w warunkach miksotroficznych (Kozarski i in., 2012). 

Zmniejszenie intensywności pasm w obszarze 1200–1600 cm-1 zaobserwowano także 

w EPS wytwarzanym przez Tetraselmis suecica w warunkach heterotroficznych 

(z glukozą jako źródłem węgla) (Parra-Riofrío i in., 2020). Pasmo przy 1544 cm-1 

prawdopodobnie pochodzi od grup karboksylowych (Zhang, Liu i Chen, 2019). Pasma 

przy 1456 cm-1 i 1376−1371 cm-1 można przypisać drganiom wiązań 

węglowodorowych (Cybulska i in., 2016). Obecność grup siarczanowych lub 

fosforanowych jest wskazywana przez pasma przy 1252–1236 cm-1 (Gómez-Ordóñez 

i Rupérez, 2011; Alam i in., 2014; Fernando i in., 2017). Pasma w zakresie 1149−1022 

cm−1 to obszar wibracyjny C−C, C−O, C−O−C i C−OH polisacharydów i wiązań 

glikozydowych (Cybulska i in., 2016). Zwiększoną intensywność pasma przy 1065 cm-1 

i 1149−1136 cm-1 w CvM i PkM można przypisać konfiguracji β(1 → 3) EPS (Galichet 

i in., 2001). Widmo FTIR CvM jest porównywalne z widmem uzyskanym przez Zhang 

i in. (2019) dla Chlorella vulgaris UTEX 395 EPS hodowanej w tych samych 

warunkach żywieniowych (BG11 + 5 g L-1 glukozy) (Zhang i in., 2019). 

Egzopolimery syntetyzowane przez P. kessleri i C. vulgaris osiągnęły poziom 

wysycenia jonami ołowiu w ciągu pierwszych 5 minut. Kinetyka sorpcji Pb przez 

badane EPS jest zgodna z wynikami uzyskanymi przez zespół Ghorbaniego (2022), 

który badał właściwości sorpcyjne EPS syntetyzowanego przez Nostoc sp. (Ghorbani 

i in., 2022). Ilość jonów ołowiu zaadsorbowanych przez PkM w pH 5 po 30 min (28,7 

mg g-1) jest dziesięciokrotnie niższa niż wartość uzyskana dla EPS syntetyzowanego 

przez ten gatunek w warunkach autotroficznych odnotowane w poprzednim badaniu 

(264,1 mg g-1). Może to wynikać między innymi z tego, że EPS syntetyzowane 

w warunkach miksotroficznych charakteryzowały się niższą intensywnością drgań 

(FTIR) w regionie 1700–1300 cm-1, który wskazuje na obecność grup funkcyjnych 

biorących udział w procesie sorpcji jonów metali (Ciempiel i in., 2022). Ilość Pb(II) 

zaadsorbowana przez EPS z V. magna nie przekraczała 20 mg g-1. Z kolei 
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Raungsomboon wykazał, że polisacharyd kapsularny z Gloeocapsa gelatinosa 

adsorbuje 8,59 mg g-1 Pb(II) (Raungsomboon i in., 2006).  

Wartość pH jest kluczowym czynnikiem wpływającym na rozpuszczalność 

jonów metali, jak również na grupy funkcyjne biosorbentu (Wei i in., 2016). 

W prezentowanych badaniach stwierdzono, że potencjał usuwania jonów Pb(II) przez 

PkM osiągnął maksymalną wartość w pH 6,0 dla wszystkich badanych czasów 

oddziaływania Pb(II) z biosorbentem. Uzyskane wyniki są zgodne z ustaleniami 

przedstawionymi przez Wei i in. (2016), którzy oznaczyli maksymalną pojemność 

sorpcyjną EPS wyekstrahowanego z Klebsiella sp. J1 wobec Pb(II) przy pH 6,0 (Wei 

i in., 2016). W przypadku EPS z V. magna i EPS z C. vulgaris maksymalny potencjał 

usuwania Pb(II) po 5 minutach uzyskano przy pH 5. Natomiast po upływie 60 min, 

najwięcej jonów ołowiu usuwanych jest przy pH 6. Stwierdzono, że pH 4 wpływa 

niekorzystnie na zdolności sorpcyjne EPS z C. vulgaris wobec Pb(II). Niska adsorpcja 

w kwaśnym pH jest związana ze zwiększoną gęstością ładunku dodatniego na 

powierzchni, co powoduje odpychanie elektrostatyczne między jonami metali 

a grupami naładowanymi dodatnio (Sarı i in, 2007). Wraz ze wzrostem wartości pH 

zmniejsza się konkurencja ze strony jonów wodorowych, a ujemnie naładowane grupy 

funkcyjne EPS mogą adsorbować jony metali (Wei i in., 2016). Otrzymane wyniki 

wskazują, że EPS wytwarzany przez C. vulgaris w warunkach miksotroficznych ma 

wyższy potencjał usuwania Pb(II) niż EPS z P. kessleri i EPS z V. magna przy trzech 

badanych wartościach pH. 

Modyfikacja wartości pH EPS otrzymanych z hodowli miksotroficznych (PkM, 

CvM, VmM) do pH 6 oraz 5 w przypadku EPS z C. vulgaris nie spowodowała istotnych 

zmian w widmie FTIR. Natomiast obniżenie wartości pH do 4 spowodowało pojawienie 

się drgań C=O w grupie –COOH przy 1730 cm-1 (Ellerbrock i Gerke, 2021). 

Modyfikacja pH EPS spowodowała przesunięcie pasm grup –COO– z ok. 1604 cm-1 

i ok. 1410 cm-1 w kierunku większych liczb falowych względem kontroli (Tabela 14). 

To przesunięcie może być wynikiem protonowania grup karboksylowych (Li i in., 

2017) lub interakcji z kationami obecnymi w EPS (Ellerbrock i Gerke, 2021). Ponadto 

zmniejszenie intensywności pasma grupy karboksylowej przy ok. 1410 cm-1 może być 

wynikiem protonowania grup –COO–, gdyż jednocześnie wzrosła intensywność drgań –

COOH (1730 cm-1) w pH 4 (Elzinga i in., 2012). 

Po sorpcji Pb(II) pasmo 1730 cm-1 zanikło, wskazując na wymianę jonową 

między jonami Pb a grupami –COOH. Obecność jonów ołowiu przesunęła pasma grup 
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–COO− do 1630 cm-1 i 1400 cm-1 we wszystkich badanych próbkach. Może to 

sugerować kompleksowanie Pb(II) przez grupy –COO− (Parmar i in., 2020; Ellerbrock 

i Gerke, 2021). Po sorpcji Pb(II) pasmo grup –OH uległo przesunięciu z ok. 3300 cm-1 

do 3277 cm-1 (EPS z C. vulgaris i EPS z P. kessleri) i 3294 cm-1 (EPS z V. magna). 

Zmienił się także kształt tego pasma z szerokiego na bardziej wyostrzone. 

Zaangażowanie grup hydroksylowych w oddziaływanie EPS-Pb(II) było szczególnie 

widoczne w EPS z C. vulgaris (Mathivanan i in., 2021). Słabe pasmo grup 

karboksylowych przy 1544 cm-1 obserwowane w miksotroficznym EPS (również po 

modyfikacji pH) zwiększyło swoją intensywność i przesunęło się w kierunku dalszych 

liczb falowych, co sugeruje, że odgrywają one ważną rolę w procesie sorpcji Pb(II). 

Ostrei intensywne pasmo przy 680 cm-1 wskazuje na drgania Pb–O–Pb (Arulmozhi 

i Mythili, 2013). 

C. vulgaris EPS-Pb(II) w pH 5 i 6 oraz P. kessleri EPS-Pb(II) w pH 6 

wykazywały najwyższą intensywność pasma 1400 cm-1, co odpowiadało największej 

ilości jonów Pb zaadsorbowanych na EPS po 60 min (Ryc. 6A–C). Z kolei EPS z P. 

kessleri i EPS z V. magna wykazywały najniższą sorpcję Pb(II)w pH 5 po 60 min 

i największą intensywność drgań C–H w zakresie 2850−2924 cm-1 i N–O przy 1329 cm-1 

(Trivedii in., 2015) oraz wzrost intensywności pasma grup –COOH (1730 cm-1). Udział 

grup –COO– (1400 cm-1) w sorpcji Pb(II) przez EPS z V. magna i EPS z P. kessleri 

w pH 5 oraz EPS z C. vulgaris w pH 4 był porównywalny i odpowiadał najmniejszej 

ilości związanych jonów metali. 

Właściwości flokulacyjne 

Aktywność autoflokulacyjna zmierzona dla hodowli P. kessleri wzrastającej na 

podłożu zawierającym różne stężenia NaNO3 wykazała, że EPS syntetyzowane przez 

ten gatunek mogą wykazywać aktywność flokulacyjną. Stwierdzono, że aktywność 

autoflokulacyjna badanych hodowli zależy od stężenia azotanu sodu w podłożu 

hodowlanym oraz od ilości EPS w hodowli. Najwyższą aktywność autoflokulacyjną 

zaobserwowano po 240 min w hodowli prowadzonej na podłożu zawierającym 1,5 g L-1 

NaNO3, która zawierała 5,25 mg L-1 EPS. Aktywność autoflokulacyjna hodowli P. 

kessleri uzyskana w ramach niniejszej rozprawy jest znacznie wyższa niż przedstawiona 

przez Lv i in. (2016). Zespół Lv (2016) wykazał, że aktywność autoflokulacyjna 

hodowli P. kessleri nie przekracza 20% po 180 min, co w porównaniu z Chlorococcum 

sp., jest wielkością ponad czterokrotnie niższą (Lv i in., 2016). Uzyskane wyniki 



83 

 

porównano z danymi dotyczącymi innych gatunków. Zespół Chen (2020) wykazał 

aktywność autoflokulacyjną hodowli Desmodesmus sp. wynoszącą ok. 85% po 2 h (120 

min), natomiast po upływie 3,5 h wartość ta wzrastała do około 95% (Chen i in., 2020). 

Jak wykazał zespół Alam, aktywność autoflokulacyjna C. vulgaris CNW11 wynosi 

25,6%, natomiast dla szczepu C. vulgaris JSC-7 wartość ta wynosi 76,3% (Alam i in., 

2014). Wykazano, że pomimo wysokiej aktywności flokulacyjnej płynu 

pohodowlanego, aktywność ta zmierzona dla wyizolowanych EPS jest znacznie niższa 

(Chen i in., 2020). 

Pomiar aktywności flokulacyjnej EPS wyizolowanego z hodowli P. kessleri 

wykazał aktywność flokulacyjną wynoszącą 23,7% przy zastosowaniu stężenia EPS 1,1 

mg L-1. Zarówno w pH 7,7 jak i w pH 11,5 zaobserwowano wzrost aktywności 

flokulacyjnej wraz ze zmniejszeniem stężenia EPS wprowadzonego do układu. 

Uzyskany wynik jest porównywalny z danymi przedstawionymi przez zespół 

Czemierska (2017) gdzie wykazano, że egzopolimer syntetyzowany przez Rhodococcus 

rhodochrous, wykazuje najwyższą aktywność flokulacyjną po zastosowaniu stężenia 2 

mg L-1 (Czemierska i in., 2017). Wykazano również, że proces flokulacji z udziałem 

EPS z P. kessleri przebiega najefektywniej w układzie o pH 7,7, tak jak w przypadku 

EPS badanego przez Czemierska i in. (2017). Natomiast Augustine (2019) 

zaobserwował wzrost aktywności flokulacyjnej w pH > 9,5 w obecności soli cynku, 

magnezu, glinu i żelaza. Augustine nie przeprowadził jednak badań z zastosowaniem 

chlorku wapnia (Augustine i in., 2019). Wartość pH wpływa również na mętność 

zawiesiny kaolinu. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem turbidymetru wykazały, 

że w pH 4,7 i 11,5 cząstki kaolinu opadają znacznie szybciej, co wskazuje na 

destabilizację układu. Natomiast wpływ dodatku EPS jest widoczny jedynie w pH 4,7. 

Z kolei w układzie o pH 7,3, opadanie cząstek kaolinu przebiega wolniej, 

a wprowadzenie EPS z P. kessleri wyraźnie przyspiesza ten proces. Jak wykazały 

przeprowadzone analizy (Ryc. 8), odpowiednio dobrane stężenie EPS może poprawić 

skuteczność procesu flokulacji, bez konieczności modyfikacji pH układu. Jest to istotne 

szczególnie w kontekście oczyszczania wody pitnej, która powinna mieć pH w zakresie 

6,5−9,5 określone rozporządzeniem Ministra Zdrowia (Dz.U. 2017 poz. 2294). 

Następnie przeprowadzono pomiary zmian mętności zawiesiny kaolinu 

z zastosowaniem turbidymetru, w obecności EPS wyizolowanych z P. kessleri, 

C.vulgaris i V. magna. Uzyskane wyniki wskazują, że badane EPS, przyspieszają 

opadanie cząstek kaolinu, co potwierdza ich właściwości flokulacyjne (Tian i in., 2020). 
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Najwyższą aktywność flokulacyjną, a tym samym skuteczność usuwania cząstek 

kaolinu z układu zaobserwowano w przypadku EPS z C. vulgaris, który przy stężeniu 

50 mg L-1 powoduje klaryfikację zawiesiny już po 2 min. Zmiany średnicy 

cząstek/agregatów zarejestrowane przy użyciu analizatora CPS potwierdzają 

właściwości flokulacyjne EPS z P. kessleri. Dodatek do układu EPS syntetyzowanych 

przez C. vulgaris i V. magna prowadzi do powstania agregatów widocznych 

makroskopowo, a obserwowane na wykresie zmniejszenie wielkości cząstek może 

świadczyć o obecności w układzie bardzo małych cząstek – mniejszych niż cząstki 

kaolinu (Szewczuk-Karpisz i in., 2021). W przypadku układu z EPS z V. magna 

dominują cząstki o wielkości mniejszej niż średnica kaolinu, ale występują również 

cząstki o średnicy 0,3414 µm (średnica cząstek kaolinu – 0,2408 µm). Jak wynika 

z analizy składu chemicznego, polimery otrzymane z C. vulgaris i V. magna 

charakteryzują się wyższą zawartością kwasów uronowych w porównaniu z EPS 

syntetyzowanym przez P. kessleri, co może przekładać się na lepsze właściwości 

flokulacyjne (Lombardi i in., 2005). Nie znaleziono natomiast zależności między 

zawartością białek w badanych EPS, a ich aktywnością flokulacyjną, choć razem 

z kwasami uronowymi stanowią główny czynnik determinujący właściwości 

flokulacyjne EPS, ze względu na zawartość grup karboksylowych (Badireddy i in., 

2010; Guo i in., 2017). Badireddy wykazał również pozytywną korelację między 

zawartością cukrów w EPS a ich aktywnością flokulacyjną (Badireddy i in., 2010). 

Możliwe zatem, że wysoka zawartość cukrów całkowitych i redukujących w EPS z C. 

vulgaris (syntetyzowanym w warunkach autotroficznych) może wpływać na jego 

właściwości flokulacyjne. Warto również zwrócić uwagę na obecność w badanych EPS 

jonów wapnia i magnezu, które mają właściwości sieciujące (Brady i in., 2014). 

Sumaryczna zawartość Ca i Mg w EPS z C. vulgaris (106,75 µg mg-1) jest wyższa niż 

w EPS z P. kessleri (79,42 µg mg-1). Brady (2014) wskazuje, że jony magnezu i wapnia 

obecne w EPS mogą oddziaływać z anionowymi grupami na powierzchni cząstek 

stałych (w tym przypadku kaolinu), co może wyjaśniać zdolność EPS z C. vulgaris do 

destabilizacji zawiesiny kaolinu (Brady i in., 2014). Właściwości flokulacyjne 

zewnątrzkomórkowych EPS są specyficzne nie tylko gatunkowo, ale mogą też znacząco 

różnić się w zależności od szczepu. Przykładem może być zastosowanie EPS 

syntetyzowanego przez C. vulgaris JSC-7 do flokulacji biomasy w hodowli C. vulgaris 

CNW11 (Alam i in., 2014).   
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6. Wnioski 

W niniejszej rozprawie zbadano wpływ rodzaju i stężenia źródła azotu, oraz 

natężenia światła na syntezę EPS przez jednokomórkowe glony C. vulgaris, P. kessleri 

i V. magna w warunkach autotroficznych. Określono również wpływ warunków 

autotroficznych i miksotroficznych na skład chemiczny i właściwości sorpcyjne 

badanych EPS. Zbadano także właściwości flokulacyjne autotroficznych EPS oraz 

wpływ natężenia światła na skład chemiczny EPS. Na podstawie uzyskanych wyników 

sformułowano następujące wnioski: 

1. Badane gatunki jednokomórkowych glonów: Chlorella vulgaris 898, 

Parachlorella kessleri i Vischeria magna wykazują najwyższą wydajność 

syntezy polimerów zewnątrzkomórkowych spośród badanych gatunków glonów. 

Otrzymane egzopolimery zbudowane są głównie z cukrów (57–72%).  

2. Największą wydajność syntezy EPS uzyskano na pożywce zawierającej azotan 

sodu w stężeniu 1,5 g L-1 jako źródło azotu. 

3. Brak źródła azotu wpływa na zwiększenie specyficznej produktywności EPS, 

jednak prowadzi do znacznego obniżenia gęstości biomasy. 

4. Wysokie natężenie światła prowadzi do zwiększonej syntezy EPS przez komórki 

badanych glonów. Natężenie światła wynoszące 60 µmol m-2 s-1 okazało się 

najkorzystniejsze uwzględniając zawartość kwasów uronowych i aminokwasów 

we wszystkich badanych EPS. 

5. Miksotroficzne warunki wzrostu zwiększają istotnie wydajność i specyficzną 

produktywność EPS dla każdego badanego gatunku. 

6. EPS syntetyzowane w warunkach miksotroficznych charakteryzują się wyższą 

zawartością cukrów całkowitych i redukujących, a także białek, substancji 

fenolowych i aminocukrów w porównaniu do EPS syntetyzowanego 

w warunkach autotroficznych  

7. Badane EPS charakteryzowały się występowaniem grup karboksylowych, 

hydroksylowych i fosforanowych lub siarczanowych. 

8. EPS syntetyzowany przez C. vulgaris charakteryzuje się najwyższą pojemnością 

sorpcyjną wobec jonów ołowiu zarówno w warunkach autotroficznych, jak 

i miksotroficznych. 
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9. EPS syntetyzowane w warunkach miksotroficznych przez P. kessleri i C. 

vulgaris mogą być efektywnymi sorbentami jonów ołowiu, gdyż wysycenie 

miejsc sorpcyjnych jonami Pb(II) następuje w ciągu pierwszych 5 minut. 

10. EPS syntetyzowane przez C. vulgaris i V. magna wykazują wyższą aktywność 

flokulacyjną niż EPS wytwarzane przez P. kessleri. 
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