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Streszczenie

W ostatnich latach rynek produkcji biomasy jednokomorkowych glonow stale sig¢
rozwija. Ze wzglgdu na zawartos¢ sktadnikow odzywczych (biatka, weglowodany,
lipidy), a takze Kkarotenoidow (m. in. astaksantyna i [p-karoten), witamin
| wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych (DHA i EPA) biomasa glonéow znajduje
zastosowanie przede wszystkim w produkcji zywnos$ci, suplementow diety i pasz.
Ponadto, jednokomoérkowe glony syntetyzuja rowniez wiele cennych metabolitow,
mi¢dzy innymi zewnatrzkomoérkowe polimery (EPS), ktore sg nastepnie wydzielane do
podtoza hodowlanego. Fizjologiczng rolg EPS jest ochrona komoérek przed
niekorzystnymi  warunkami  $rodowiska.  Zewnatrzkomoérkowe  polimery s3
zroznicowane pod wzgledem wiasciwosci fizyko-chemicznych i biologicznych, dlatego
celem niniejszej pracy jest prowadzenie badan, ktore przyczynig si¢ poznania
mozliwosci aplikacyjnych otrzymanych EPS. Kolejnym, waznym aspektem badan
podjetych w ramach rozprawy, jest zagospodarowanie podioza po hodowli glonow
I separacji biomasy. W procesach sorpcji i flokulacji stosowane sg czesto syntetyczne
polimery. Z uwagi na coraz wicksza $wiadomo$¢ zanieczyszczenia $rodowiska
mikroplastikiem, niezwykle istotne jest poszukiwanie nowych, skutecznych, a przy tym
nietoksycznych i biodegradowalnych materiatow 0 wtasciwosciach sorpcyjnych, ktére
zastagpig stosowane obecnie syntetyczne polimery. Badania zaprezentowane w niniejszej
rozprawie koncentruja si¢ na dwoch gatunkach zielenic: Chlorella vulgaris
i Parachlorella kessleri o wysokim potencjale aplikacyjnym wynikajacym z wysokiego
tempa wzrostu oraz atrakcyjnego sktadu chemicznego biomasy. Trzecim gatunkiem jest
Vischeria magna (Ochrophyta), ktory nie byt jak dotad analizowany w kierunku syntezy
EPS, natomiast jest potencjalnym zrédlem [-karotenu i kwasow thuszczowych.
W ramach niniejszej rozprawy okres$lono warunki syntezy EPS (zrodlo azotu, stezenie
zrddla azotu, nat¢zenie Swiatta, miksotroficzne warunki wzrostu). Nastepnie okreslono
sktad chemiczny EPS otrzymanych w warunkach autotroficznych i miksotroficznych
oraz ich wlasciwosci sorpcyjne wzgledem jondéw metali cigzkich. Okre$lono wplyw
czasu 1 wartosci pH uktadu na efektywnos$¢ procesu sorpcji. Oznaczono rowniez

aktywnos$¢ flokulacyjna badanych EPS.

Stowa kluczowe: zewnatrzkomorkowe polimery (EPS), jednokomoérkowe glony,

sorpcja, kadm, otoéw, flokulacja



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 B-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 B-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., Krzeminska, 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 zwigksza si¢ produkcja biomasy glonéw na cele przemystowe.
Prognozy rynkowe przewidujg wzrost wartosci rynku glonéw 0 10,9% w okresie 2022—
2031, z czego 62,8% tego wskaznika dotyczy jednokomorkowych glonow (Algae
Market, Chemicals and Materials, TRMGL14904, 2022, Transparency Market
Research, Inc.). Przemystowa produkcja jednokomoérkowych glondw generuje znaczne
ilosci podtoza pohodowlanego, ktore najczesciej stanowi odpad (Liu i in., 2016).
Ponowne wykorzystanie zuzytego podtoza w hodowli glondéw jest mozliwe, jednak
wymaga odpowiedniego przetworzenia, ze wzgledu na wyczerpanie skladnikow
mineralnych, pozostato$§ci komoérek oraz nagromadzenie metabolitow. Recykling
podtoza pohodowlanego jest skuteczng metoda zmniejszenia kosztéw produkcji
biomasy jednokomoérkowych glonéw (Fret i in., 2017). Proces ten, cho¢ skuteczny,
powoduje jednak utrat¢ cennych metabolitow takich jak polimery zewnatrzkomorkowe
(EPS, extracellular polymers/polymeric substances, exopolysaccharides), enzymy,
kwasy organiczne, lipidy, fitohormony, a takze zwigzki allelopatyczne (fitotoksyny)
(Liu i in., 2016). Poznanie wlasciwosci badanych EPS oraz warunkéw ich syntezy,
a takze okreslenie ich potencjatu aplikacyjnego pozwoli na pelniejsze wykorzystanie
hodowli jednokomoérkowych glonéw. Takie podejScie wpisuje si¢ w zalozenia
gospodarki cyrkularnej i zmniejsza obcigzenie Srodowiska. Jednocze$nie EPS jako
naturalne, nietoksyczne i biodegradowalne polimery, moga stanowi¢ substytut
stosowanych obecnie syntetycznych polimerow, jak na przyktad poliakrylamid
stosowny jako flokulant (Vandamme i in., 3013). Ponadto EPS, ze wzgledu na liczne
wlasciwosci biologiczne, szczegblnie  przeciwwirusowe, przeciwzapalne
I immunomodulujace, a takze zdolno$¢ do tworzenia hydrozeli, znajduja zastosowanie
w rolnictwie, farmacji i medycynie (Raposo i in., 2013; Bhatnagar i in., 2014). Ponadto,

dzigki wilasciwosciom konsystencjotworczym (zelowanie, emulsyfikacja, wtasciwosci
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reologiczne) EPS znajduja zastosowanie w przemysle spozywczym i kosmetycznym
(Mota i in., 2020; Silva i in., 2020; Pierre i in., 2019).

1.2. Polimery zewnatrzkomoérkowe (EPS)

Polimery zewnatrzkomorkowe sg to metabolity wtorne syntetyzowane migdzy
innymi przez jednokomoérkowe glony 1 wydzielane na zewnatrz komoérki w odpowiedzi
na niekorzystne zmiany warunkow Srodowiska. Biosynteza EPS zachodzi w aparacie
Golgiego, przy udziale odpowiednich enzymow, m.in.: transferaz, mutaz, syntaz
I dehydrataz (Mazéas i in., 2023). Pierwszym etapem syntezy EPS jest aktywacja
monosacharydoéw (fosforylacja), po czym nastgpuje ich polimeryzacja (tworzenie
tancuchow) przy udziale glikozylotransferaz (Mazéas i in., 2023; Delattre i in., 2016).
Utworzone polimery sg transportowane za posrednictwem pegcherzykow transportowych
aparatu Golgiego przez siateczke endoplazmatyczng i bton¢ komodrkowa do $ciany
komorkowej (Cheng i in., 2019), a nastepnie wydzielane na zewnatrz komorki. EPS
tworza macierz pozakomorkowa zwang rowniez zewnatrzkomérkowa materig
organiczng. W jej sktad, oprocz polisacharydow wchodzg biatka, lipidy, kwasy
organiczne, kwasy nukleinowe itp. (Liu i in., 2016; Costa i in., 2018). W publikacji P.1.
opisano podzial EPS ze wzgledu na oddziatywanie ze Sciang komorkowa: niezwigzane
ze $ciang komorkows, okreslane tez jako rozpuszczalne w wodzie (ang. soluble EPS, S-
EPS) luzno zwiagzane (ang. loosely bound EPS, LB-EPS) oraz $cisle zwigzane ze $ciang
komorkowa (ang. tightly-bound EPS, TB-EPS). Wickszos¢ EPS to polisacharydy,
jednak spotykane sg rowniez proteoglikany 1 glikoproteiny.

Polimery zewnatrzkomérkowe najczgséciej zbudowane sg z cukrow (1-88%),
oprocz tego mogg zawiera¢ biatka (1-16%), kwasy uronowe (0-23%), aminokwasy
I zwigzki fenolowe (Halaj 1 in., 2018; Trabelsi i in., 2016). EPS syntetyzowane przez
jednokomoérkowe zielenice sg najczesciej heteropolisacharydami, zawierajgcymi roézne
monosacharydy, gtownie galaktoze, ramnoze, glukozeg, arabinoze i ksyloze, rzadziej
mannoze i fukoze (P.1). Natomiast w przypadku EPS produkowanych przez glony
nalezace do taksonu ochrofitow (Ochrophyta) dominujacymi cukrami sg zwykle fukoza,
mannoza i glukoza (Laroche, 2022). Niektore polimery mogg by¢ zbudowane tylko
z jednego rodzaju monosacharydu i okreslane sg jako homopolisacharydy. Przyktadem
jest EPS syntetyzowany przez Dunaliella tertiocleta, ktory sktada si¢ z monomeréw
glukozy (Goo i in., 2013).
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1.3.  Warunki syntezy EPS

Sktad chemiczny EPS, a przez to rowniez ich wiasciwosci, jest nie tylko
specyficzny gatunkowo, ale zalezy rowniez od warunkow srodowiskowych, w ktorych
zachodzi wzrost jednokomoérkowych glonow. Warunki syntezy EPS opisano
szczegdbtowo w P.1. Do najwazniejszych czynnikow abiotycznych wptywajacych na
sktad chemiczny EPS nalezy sktad podtoza hodowlanego. Szczegodlnie istotne znaczenie
ma: rodzaj zrédlta azotu oraz jego dostepnos$¢, obecno$¢ wegla organicznego
(odzywianie autotroficzne i miksotroficzne), stosunek wegla do azotu w pozywece.
Z czynnikow abiotycznych kluczowa rolg w metabolizmie jednokomorkowych glonow
pelni tez §wiatlo — zardwno jego natezenie, jak tez cykl dobowy oraz temperatura
(Delattre i in., 2016). Natgzenie $wiatta i CO2 sa kluczowymi czynnikami w procesie
fotosyntezy, przez co w istotny sposéb wptywaja na podstawowy metabolizm komoérek
glondéw. Wegiel organiczny obecny w podtozu hodowlanym moze by¢ pobierany przez
niektore gatunki glonow, m. in. P. kessleri i C. vulgaris (Piasecka i in., 2017; Zhang
i in., 2019). Azot z kolei jest niezbedny do biosyntezy biatek (w tym enzymow), a co za
tym idzie do prawidtowego wzrostu i proliferacji komorek glonow (Kim i in., 2016).
W literaturze naukowej brakuje jednak danych dotyczacych wptywu natezenia Swiatla
na wydajno$¢ i specyficzng produktywnos¢ EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C.
vulgaris i V. magna, oraz ich sktad chemiczny. Ponadto, z uwagi na niewielkg ilos¢
publikacji opisujacych egzopolimery syntetyzowane przez P. kessleri i ich brak
w przypadku EPS V. magna, brakuje informacji dotyczacych wptywu zrodta azotu oraz
jego stezenia na proces syntezy EPS. Wplyw réznych Zrédet azotu badano jak dotad
jedynie dla C. vulgaris i Tetraselmis sp. (Kim i in., 2016; Kong i in., 2011). P. kessleri
charakteryzuje si¢ wysokim tempem wzrostu i produktywnoscig lipidow (Li 1 in., 2013)
oraz wodoru (Gabrielyan i in., 2017). Z kolei V. magna, ktora jest obiecujacym zroédiem
B-karotenu i kwasow thuszczowych (Krzeminska i in., 2020) i nie zostata jak dotad
opisana pod katem syntezy EPS.

W zwigzku z tym, ze EPS sg syntetyzowane migdzy innymi pod wplywem
czynnikoéw stresowych, metabolity te wykazujg liczne wlasciwosci w zakresie szeroko
pojetej ochrony komorek przed niekorzystnymi zmianami warunkéw srodowiska, m.in.:
temperatury (W tym zamarzaniem komorek, gdy temperatura spada ponizej 0°C),

natezenia $wiatla, warto$ci pH, zasolenia, niedoborow substancji mineralnych (C, N, K,
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P), obecnoscig substancji o dziataniu toksycznym, mikroplastikiem, susza itp. (Aslam

I in., 2012; El Arroussi i in., 2018; Costa i in., 2018; Gopalakrishnan i Kashian, 2022).
1.4. Organizmy syntetyzujace EPS

Zewnatrzkomorkowe polimery syntetyzowane sg przez wiele organizméow, m.
in.: bakterie (Fleming i Wigender, 2010; Kumar i in., 2007), grzyby (Osinska-Jaroszuk
I in., 2015) i glony (Delattre i in., 2016; Laroche, 2022). EPS wydzielane na zewnatrz
komorki tworzg §luzowata strukturg petniaca funkcje ochronne wobec niekorzystnych

zmian czynnikéw srodowiskowych.
1.4.1. Bakterie

Polimery zewnatrzkomoérkowe produkowane sg migdzy innymi przez bakterie
kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB) oraz bakterie ryzosferowe
wspomagajace wzrost roslin (ang. plant growth promoting rhizobacteria, PGPB)
(Naseem i in., 2018; Nguyen i in., 2020). EPS syntetyzowane przez bakterie kwasu
mlekowego sg istotne ze wzgledu na ich wtasciwos$ci konsystencjotworcze, szczegdlnie
W odniesieniu do przetworow mlecznych (Juraskova i in., 2022). Z Kkolei bakterie
wspomagajace wzrost roslin wytwarzaja biofilm, ktérego celem jest ochrona korzeni
ro$lin w warunkach stresu abiotycznego, np. niedoboru wody (Bhagat i in., 2021).
Ponadto wykazano, ze EPS produkowane przez bakterie ryzosferowe wspomagaja
produkcje enzymow oksydoredukcyjnych (zaangazowanych w eliminacje rodnikoéw)
przez rosliny (Naseem i in., 2018).

Oprocz pozytecznego dziatania bakteryjnych EPS, znane sa takze ich dziatania
niepozadane. Dzieje si¢ tak w przypadku EPS syntetyzowanych przez patogeniczne
szczepy bakterii, ktore tworza biofilm. Powstanie biofilmu skutecznie utrudnia walke
Z wystepujagcymi w nim bakteriami, co sprawia, ze leczenie (w przypadku zakazenia
organizmu bakteriami chorobotworczymi) staje si¢ bardziej skomplikowane (Srinivasan
i in., 2021).

Bakterie sg rowniez zrodlem polimeréw zewngtrzkomorkowych stosowanych
komercyjnie. Wigkszos¢ z tych EPS wykorzystywanych jest jako stabilizatory
W przemysle spozywczym i kosmetycznym. Do najwazniejszych EPS syntetyzowanych
przez bakterie nalezg: celuloza, ksantan, dekstran, kwas hialuronowy, kurdlan i pullan
(Donot i in., 2012).
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Tabela 1. Przeglad bakteryjnych EPS stosowanych komercyjnie opracowany na

podstawie Kumar i in. (2007).

EPS Gatunek Zastosowanie
syntetyzujacy
Celuloza Acetobacter - W procesie gojenia oparzen lub ran chirurgicznych,
xylinum - naturalny blonnik, ktory moze by¢ wysycony
aminokwasami, witaminami i mineratami,
- w technologii separacji,
Ksantan Xanthomonas - dodatek do kontrolowania lepkosci, sedymentacji
campestris i zelowania: pestycydow, detergentow, kosmetykow,
farmaceutykow, farb drukarskich,
- srodek zaggszczajacy i stabilizujacy w produkcji
Zywnosci,
Dekstran Leuconostoc - preparat krwiozastepczy,
mesenteroides - w technologii separacji (sita molekularne),
- sktadnik wodnych uktadéw dwufazowych,
- mikrono$nik w hodowli tkankowej/komorkowe;,
Alginian Azotobacter - matryca unieruchamiajgca zywe komorki i enzymy,
vinelandii - substancja zapobiegajaca wysychaniu korzeni
Pseudomonas sadzonek,
aeruginosa - matryca do mikrokapsutkowania nawozow,
pestycydow i sktadnikéw odzywczych,
- tkanka zastgpcza do gojenia ran,
Kwas Streptococcus - zamiennik kropli do oczu, sztuczny ptyn tzowy,
hialuronowy zooepidemicus replika ptynu maziowego,
(E415) Streptococcus - W procesie gojenia ran,
equii - sktadnik plynow i kosmetykéw nawilzajacych,
Kurdlan Sinorhizobium - substancja zelujaca,

meliloti
Agrobacterium

radiobacter

- matryca unieruchamiajaca,
- kurdlan wraz z zydowudyna (AZT) wykazuje
obiecujacg wysoka aktywnos¢ przeciwretrowirusowg

(lek przeciw HIV).
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1.4.2. Grzyby

W poréwnaniu z iloscig publikacji opisujacych bakteryjne EPS, polimery
produkowane przez grzyby sa znacznie stabiej scharakteryzowane. Z opracowania
zespotu Osinska-Jaroszuk i in. (2015) wynika, ze grzyby nalezace do Ascomycota
potrafia produkowaé znaczne iloéci EPS: Aureobasidium pullulans (42,24 g L),
Botryosphaeria rhodina (17,7 g L), Phoma herbarum (13,6 g L™). Natomiast gatunki
nalezagce do Basidiomycota syntetyzujag znacznie mniejsze ilosci polimerow
zewnatrzkomoérkowych, nie przekraczajace 10 g L. Grzybowe EPS sa najczesciej
heteropolisacharydami z przewaga wigzan 1—6 glikozydowych (Osinska-Jaroszuk i in.,
2015). EPS syntetyzowane przez Ascomycota i Basidiomycota wykazuja wlasciwosSci
przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne, immunomodulujgce 1 przeciwnowotworowe —
niezwykle cenne w kontek$cie mozliwosci zastosowania w medycynie. EPS
wytwarzane przez grzyby to migdzy innymi: pullan, skleroglukan, schizofylan, galaktan
i glukan (Donot i in., 2012).

Ponadto wykazano, ze wspolna hodowla grzyboéw i1 glonow (na przyktadzie
Trametes versicolor i C. vulgaris) prowadzi do uzyskania wigkszych ilosci EPS
W krotszym czasie niz hodowla tych samych gatunkéw w monokulturach (Angelis i in.,
2012).

1.43. Glony

Glony to polifiletyczna grupa organizméw jednokomoérkowych  lub
wielokomérkowych  (plechowych), ktorych cecha wspolng jest zdolno$¢ do
przeprowadzania fotosyntezy (Queiroz i in., 2020). Glony sg zréznicowang grupa
organizméw pod wzgledem taksonomicznym. Sinice (Cyanobacteria) nalezg do
krolestwa bakterii, ktore reprezentujg organizmy prokariotyczne (Huisman i in., 2018).
Natomiast wsrdd organizmow eukariotycznych wyrdznia sie: zielenice (Chlorophyta),
krasnorosty (Rhodophyta) i glaukofity (Glaucophyta) nalezace do krélestwa ro$lin, oraz
ochrofity (Ochrophyta) obejmujace brunatnice (Phaeophyceae), eustigmatofity
(Eustigmatophyceae), okrzemki (Bacillarophyta), eugleniny (Euglenophyta), a takze
bruzdnice (Dinoflagellata) i haptofity (Haptophyta) zaliczane do krolestwa protistow
(Queiroz i in., 2020). Czesto w powszechnym rozumieniu, okres§lenie glony stosowane
jest w odniesieniu do organizmow eukariotycznych, w odrdznieniu od prokariotycznych

sinic (Pierre i in., 2019). Glony zasiedlaja glownie ekosystemy wodne, jednak moga
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wystepowaé rowniez w glebie, na korze drzew, skatach, murach, a takze na $niegu
I lodzie (Wehr i Sheath, 2015). Niektore gatunki glondéw zasiedlaja takze rosliny
| zwierzeta. Pasozytniczy gatunek zielenic Cephaleuros sp. wystepuje na powierzchni
lisci tropikalnych roslin uprawnych (kawa, herbata, mango), natomiast inna tropikalna
roslina Gunnera manicata wytworzyta symbioze z sinicami, ktére wigza azot
atmosferyczny. Glony porastajg rowniez sier§¢ leniwcow, nadajac im zielong barwe
(Wehr i Sheath, 2015).

Glony s3 jednym z gltownych producentow polisacharydow w naturalnym
srodowisku. Pod tym wzgledem dominujg wielokomorkowe glony plechowe, potocznie
zwane wodorostami, ktore w $cianie komorkowej zawieraja duze ilosci polisacharydow
(Shao i Duan, 2022). Polimery zewnatrzkomorkowe syntetyzowane przez
jednokomoérkowe glony cechuja si¢ niezwykle duzym zréznicowaniem pod wzgledem
wlasciwosci  fizykochemicznych i biologicznych, dzigki czemu moga znalezé
zastosowanie w rolnictwie i wielu galeziach przemystu, jednak obecnie ich

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

1.43.1. Wielokomérkowe glony (makroglony)

Do najwazniejszych polisacharydow produkowanych przez makroglony naleza
agaroza, kwas alginowy i jego pochodne, karagen oraz fukoidan (Chudasama i in.,
2021). Agar (E406) jest rozpuszczalnym w wodzie galaktanem produkowanym przez
krasnorosty. Dzigki wlasciwosciom zelujagcym znalazt zastosowanie przede wszystkim
w biotechnologii — do zestalania podlozy hodowlanych, jak réwniez w przemysle
spozywczym 1 farmaceutycznym (Shao i Duan, 2022). Alginian i1 fukoidan sa
syntetyzowane przez brunatnice. Kwas alginowy i jego sole (E400-405) sa polimerami
kwaséw mannuronowego i guluronowego, ktory w obecnosci jondw wapnia tworzy
uporzadkowang strukture zwang egg-box. Stosowany jest w przemysle spozywczym
i kosmetycznym jako stabilizator (Szekalska i in., 2016). Fukoidan z kolei wykazuje
wlasciwosci  przeciwzakrzepowe, przeciwmutagenne, immunostymulujgce oraz
przeciwutleniajace, dzigki czemu znalazl zastosowanie w farmacji 1 medycynie.
Karagen (E407) to siarczanowy galaktan syntetyzowany przez krasnorosty, stosowany
jako zagestnik i stabilizator. Natomiast ulwan jest siarczanowym polisacharydem
zbudowanym z ramnozy, glukuronianu, iduronianu i ksylozy, syntetyzowanym przez
plechowe zielenice. Dzigki wlasciwosciom zelujacym moze znalez¢é zastosowanie

w rolnictwie oraz jako biomateriat (Shao i Duan, 2022).
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1.43.2. Jednokomoérkowe glony

Do jednokomorkowych glonow zaliczane sa: zielenice, krasnorosty, okrzemki,
glaukofity, euglenofity, haptofity, bruzdnice oraz sinice (Queiroz i in., 2020). Biomasa
jednokomoérkowych glonéw stanowi podstawowy obickt zainteresowan aplikacyjnych
m. in. w rolnictwie (zywienie zwierzat), przemysle spozywczym, farmaceutycznym
I kosmetycznym, a takze w kontekscie pozyskania biopaliw (Siddiki i in., 2022). Wiele
gatunkow jest zdolnych rowniez do efektywnej produkcji zewnatrzkomoérkowych
polisacharydéw. EPS otrzymywane z hodowli Porphyridium cruentum i P. purpureum,
Phaeodactylum ornatum, Synechococcus sp., Glossomastix sp., Chrysotiladentata sp.,
Pavlova sp. i Diacronema sp. stosowane sa w kosmetykach jako sktadnik
przeciwstarzeniowy (Pierre i in., 2019; Laroche, 2022). Obecnie trwaja badania nad
wprowadzeniem opatrunkéw  hydrozelowych  wspomagajacych leczenie ran,
a bazujacych na EPS syntetyzowanych przez jednokomoérkowe glony: Tolypothrix tenis
I 3 gatunki Anabaena sp. (Laroche, 2022). Jak pokazuja badania, EPS sprawdzaja si¢
jako biostymulatory roslin i moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie W rolnictwie
(Rachidi i in., 2021).

Najwieksze ilosci EPS (22,35 g L) produkowane sa przez Cyanothece sp.,
ktore sa sinicami (Delattre i in., 2016). Sposrdod zielenic, najwigksza produktywnoscia
odznacza si¢ Botryococcus braunii, ktéry syntetyzuje nawet do 55 g Lt EPS (Lupi
iin., 1994). Przeglad gatunkéw jednokomorkowych glonéw syntetyzujacych EPS
z uwzglednieniem warunkow wzrostu 1 produktywnosci zewnatrzkomoérkowych

polimerow zostat przedstawiony w Tabeli 2.
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Tabela 2. Przeglad gatunkow jednokomorkowych glondw nalezacych do Chlorophyta i Ochrophyta (Eustigmatophyta) syntetyzujacych EPS.

Gatunek Warunki hodowli* Tlo$é¢ EPS [g L]  Zrodto
Chlorophyta Botryococcus braunii 27°C, 31 dni 55 Lupiiin., 1994
Dictyosphaerium 25,7 °C 1,075 Kumar i in., 2017
chlorelloide
D. pulchellum 150 pmol m? s PAR, 28°C, 14 dni, 2% CO> 0,2 Halaj i in., 2019
D. tetrachutomum Rizicka 150 pmol m™ s PAR, 28°C, 14 dni, 2% CO> 0,7 Halaj i in., 2019
D. tetrachutomum Fott 150 pmol m? s PAR, 28°C, 14 dni, 2% CO> 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 Guzman-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'SS, 28 dni, 2% CO, 0,132 Halaj i in., 2018
Desmococcus olivaceus BG11, 28°C, 80 umol m? s, 60-90 dni 0,09/dzien Hui in., 2003
Scenedesmus abundans 405 uE m?2s?, 14 h:10 h dzien: noc, 2% (v/v) CO2 0,236 Mahesh i in., 2019
Chlamydomonas reinhardtii 74 mgL™* CaCl i 422 mg L NaNOs; 0,628 Bafana, 2013
Chlorella vulgaris B (Bristol), 29°C, 24 h dzien, 3,000 Ix, 24 dni 0,95 Angelisiin., 2012
Ochrophyta Vischeria punctata Prat, 61 dni, 7500 lux, 15 h dzien/9 h noc, 22-24°C 0,985 Babich i in., 2022
(Eustigmatophyceae)  Trachydiscus minutus Z8, 3 lata 0,016 Halaj i in., 2018

*Warunki hodowli: pozywka, czas hodowli, temperatura, natezenie §wiatta, cykl o§wietlenia, dodatkowe czynniki
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1.5. Wilasciwosci sorpcyjne EPS

Jedng z wazniejszych wlasciwosci EPS w  kontek$cie zastosowan
srodowiskowych jest ich potencjat sorpcyjny. Zewnatrzkomdrkowe polimery, ze
wzgledu na obecno$¢ licznych grup funkcyjnych moga skutecznie eliminowaé metale
ciezkie z roztworow wodnych badz tez immobilizowaé je w $rodowisku glebowym,
czynigc je niedostepnymi dla roslin. Ograniczenie biodostepnosci toksycznych metali
ciezkich jest szczegélnie istotne na terenach wykorzystywanych rolniczo, a takze
podczas wstepnego przetwarzania $ciekoOw o wysokiej zawartosci metali cigzkich (More
i in., 2014; Shah i Daverey, 2020).

Grupy funkcyjne obecne w EPS stanowia potencjalne miejsca oddzialywania
polimeru z jonami metali cigzkich. Nalezg do nich przede wszystkim grupy:

e karboksylowe (kwasy uronowe, biatka),

e karbonylowe (bialka),

e hydroksylowe (monosacharydy, biatka, zwiazki fenolowe),

e aminowe (aminokwasy, biatka, aminocukry),

o fosforanowe,

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

Sorpcja jest procesem fizykochemicznym zaleznym od wielu czynnikow miedzy
innymi: stezenia sorbentu (EPS), stezenia jonow metali, wartosci pH, temperatury,
czasu kontaktu czy wihasciwosci jonéw metali (Naveed i in., 2019; Dobrowolski i in.,
2017). Jednym z wazniejszych czynnikow decydujacych o efektywnosci procesu sorpcji
z udziatem biosorbentow jest warto$¢ pH. W roztworze o niskim pH grupy funkcyjne
zewnatrzkomorkowych polimeréw ulegaja deprotonacji, wskutek czego powstaja
ujemnie natadowane grupy, ktére moga nastgpnie oddzialywaé z jonami metali
(Dobrowolski i in., 2017). Dla kazdego metalu proces ten przebiega w innym zakresie
warto$ci pH, co wynika rowniez z charakterystyki danego metalu. W roztworze o pH
powyzej 6 moze doj$¢ do powstawania wodorotlenkéw, co utrudnia oddziatywanie
metali z EPS (Mathivanan i in., 2021). Dlatego tez niezwykle wazne, w kontekscie
efektywnosci sorpcji, jest odpowiednie dobranie tego parametru. Kolejnym waznym
czynnikiem wptywajacym na efektywno$¢ procesu sorpcji jest czas kontaktu sorbentu
(EPS) z jonami metali, potrzebny na wysycenie miejsc sorpcyjnych. Rozni si¢ on
w zaleznosci od wilasciwosci EPS oraz badanego metalu. Na przyktad EPS
syntetyzowany przez Rhodococcus opacus osigga maksymalng pojemnos$¢ sorpcyjng
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wciggu | minuty, natomiast egzopolimer produkowany przez R. rhodochrous
potrzebuje az 30 minut (Dobrowolski i in., 2017). Z kolei EPS syntetyzowany przez C.
vulgaris ulega wysyceniu jonami Cd(Il) po 50 min (Xie i in., 2021), a wytwarzany
przez Chlorella pyrenoidosa potrzebuje nawet 90 min w obecnosci jonow As(I1I)
(Zhang i in., 2020). Najwicksze znaczenie w kontekscie wlasciwosci sorpcyjnych EPS
maja kwasy uronowe, ktére sa zréodlem grup karboksylowych oraz biatka, ktore
posiadajg dodatkowo grupy aminowe. Jak wynika z danych literaturowych, EPS
pozbawione komponentu biatkowego wykazuja znacznie nizsze zdolno$ci sorpcyjne
(Xie i in., 2020a). Za potencjal sorpcyjny EPS odpowiadajag rowniez grupy
hydroksylowe, ktorych zrédlem moga by¢ monosacharydy, tworzace szkielet cukrowy.
Zwrbdcono rowniez uwage na udzial m. in. mannozy i glukozy w oddziatywaniu metali
z EPS (Lombardi i in., 2005; Dobrowolski i in., 2017).

Wiasciwosci sorpeyjne EPS czynig je niezwykle wartoSciowymi metabolitami,
dzicki ktorym jednokomorkowe glony moga wzrastaé w srodowisku zanieczyszczonym
nie tylko metalami cigzkimi, ale rowniez pestycydami, lekami i mikroplastikiem. EPS
moga by¢ stosowane do usuwania wspomnianych zanieczyszczen z roztworow
wodnych badz $ciekow (Xie i in., 2020a; Xie i in., 2020b, Gopalakrishnan i Kashian,
2022; Tarfeen i in., 2022). EPS moga usuwa¢ nadmiar jonéw azotu i fosforu ze
srodowiska, CO jest szczegélnie istotne w kontekscie mozliwosci wykorzystania
sciekow o wysokiej zawarto$ci azotanoéw 1 fosforandw, do hodowli jednokomodrkowych
glonéw (Wang 1 in., 2014). Zgromadzone przez EPS jony azotu, fosforu, wegla, a takze
inne pierwiastki moga by¢ wykorzystywane przez komorki w okresie niedoboru

substancji odzywczych w podtozu wzrostowym (Costa i in., 2018; Wang i in., 2014).
1.6. Wilasciwosci flokulacyjne EPS

Flokulacja jest to proces fizykochemiczny prowadzacy do agregacji czastek fazy
statej (badZz komorek), a nastgpnie ich opadania pod wplywem wlasnego cigzaru
(Sharma i in., 2006). W odniesieniu do wysokich kosztow separacji biomasy
jednokomoérkowych glonéow od podioza hodowlanego, EPS staly si¢ atrakcyjne ze
wzgledu na swoje wlasciwosci flokulacyjne, gdyz stanowia potencjalng alternatywe dla
syntetycznych flokulantow, takich jak na przyktad poliakryloamid (Vandamme i in.,

2013). Przebieg procesu flokulacji oraz jego efektywnos¢ zalezy od wielu czynnikow:
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e budowy 1 wilasciwosci flokulanta (dostepno$¢ zjonizowanych grup
funkcyjnych, masa czgsteczkowa, zawarto$¢ biatka, gestos¢ tadunku
powierzchniowego);

e obecnosci jonow dwu- lub trojwartosciowych (Ca(ll), Mg(ll), Zn(ll),
Fe(l11));

e sily jonowej srodowiska (stopien zasolenia);

e pH s$rodowiska;

e stezenia flokulanta;

e gestosci czastek statych/komoérek w uktadzie;

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

Parametry przebiegu procesu flokulacji w badanym uktadzie powinny by¢ dos¢
precyzyjnie dobrane z uwzglednieniem charakterystyki badanego uktadu i wtasciwosci
flokulanta. Nadmiar naladowanego polimeru wprowadzony do ukladu moze
spowodowac¢ efekt odwrotny do zamierzonego, czyli stabilizacj¢ uktadu, na skutek
dzialania sil elektrostatycznych. Z kolei zbyt mata ilo$¢ flokulanta, moze by¢
niewystarczajaca do zaistnienia oczekiwanych zmian w uktadzie (Liu i in., 2015).

Wiasciwosci flokulacyjne EPS wynikaja przede wszystkim z ich sktadu
chemicznego 1 gestosci tadunku powierzchniowego. Kluczowymi sktadnikami
odpowiadajagcymi za wlasciwosci flokulacyjne EPS, podobnie jak w przypadku sorpcji,
sa kwasy uronowe 1 biatka (Badireddy i in., 2010). Wtasciwos$ci autoflokulacyjne
wykazuja miedzy innymi EPS syntetyzowane przez hodowle Scenedesmus obliquus
(Guo i in., 2013) i Chlorococcum sp. (Ummalyma i in., 2016). W zdecydowanej
wigkszosci proces flokulacji wymaga indukcji poprzez zmiang wartosci pH (Augustiane
i in., 2019), badz dodatek soli np. ZnClz> (Aljuboori i in., 2016), MgCl., Al>(SO4)3,
MgSOs, (Augustine i in., 2019), CaCl,, FeCl, (Czemierska i in., 2017).

Bioflokulanty znajduja zastosowanie zard6wno w separacji biomasy
jednokomodrkowych glonow od podtoza hodowlanego, jak rowniez w wytracaniu osadu
sciekowego, oczyszczaniu wody pitnej, usuwaniu barwnikéw z roztworéw wodnych
badz $ciekoéw, czy tez usuwaniu jonoOw metali, ze wzgledu na ich wtasciwosci sorpcyjne

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

Wiele bakterii glebowych wydziela EPS, ktéry oddziatuje z czastkami gleby,
przyczyniajac si¢ do ich agregacji i stabilizacji powstatych agregatow, co przeklada sig¢
na poprawe wilasciwosci fizycznych i mechanicznych gleby, a takze zapobiega erozji
(Salehizadeh i in., 2014; Costa i in.,, 2018). Dzigki swoim zdolnosciom do
zatrzymywania wody, EPS wspomagaja utrzymanie wilgotnosci gleby, a tym samym
chronig rosliny w okresach niedoboru wody i umozliwiajg pobieranie mineratoéw. EPS
wchodza rowniez w sktad glebowej materii organicznej, przez co stanowia zrodto wegla
dla mikroorganizméw wspomagajacych wzrost roslin oraz wzbogacaja ryzosfere (Costa
i in., 2018; Renuka i in., 2018). Jednokomoérkowe glony zdolne do tworzenia biofilmu
maja duze znaczenie na glebach suchych i terenach pustynnych, gdzie jako organizmy
samozywne kolonizuja wysuszong gleb¢ lub piasek. Biofilm zatrzymuje wode
I sktadniki mineralne, a takze stabilizuje podloze, dzigki czemu, z czasem tworzy
warunki sprzyjajace pojawieniu si¢ ros$lin wyzszych. Struktura powstala w ten sposob
okreslana jest jako biologiczna skorupa gleby (ang. biological soil crust) (Abinandan
iin., 2019). EPS moga takze znalez¢ zastosowanie jako biostymulatory roslin.
Polisacharydy wyizolowane z jednokomorkowych glondéw indukuja szlaki metaboliczne
pomidora odpowiedzialne za reakcje obronne (Renuka i in., 2018; Rachidi i in., 2021).
Z kolei polisacharydy wyizolowane z C. vulgaris i C. sorokiniana zwigkszaja
aktywnos$¢ f-1,3-glukanazy, ktéra odpowiada za rozktadanie S$ciany komodrkowej
patogen6éw (Rachidii in., 2019). Wykazano rowniez, ze EPS syntetyzowane przez
Dunaliella salina umozliwiaja roslinom wzrost w warunkach podwyzszonego zasolenia
gleby (EI Arroussi i in., 2018). EPS wplywaja pozytywnie na kietkowanie nasion,
wzrost siewek, korzeni, li§ci oraz catej rosliny, aktywno$¢ fotosyntetyczng 1 ,,zmiatanie”

reaktywnych form tlenu (Xu i in., 2013; EI-Naggar i in., 2020; Rachidi i in., 2021).
1.8. Zanieczyszczenie srodowiska kadmem i olowiem

Otow 1 kadm, badane w niniejszej pracy, nalezag do metali cigzkich najczesciej
wystepujacych w srodowisku, a jednoczesnie wysoce toksycznych wobec organizmow
zywych. Sa to tez pierwiastki, ktdre nie peilnig zadnej funkcji w metabolizmie
organizmow (Genchi i in., 2020). Metale cigzkie, w tym otow i kadm, wprowadzane sg
do s$rodowiska najcze$ciej w wyniku dziatalno$ci czlowieka m.in. poprzez

nieodpowiednie stosowanie nawozow sztucznych i $rodkow ochrony roslin,
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wykorzystywanie metali cigzkich w przemysle, a nastgpnie niewlasciwe sktadowanie
odpadow, stosowanie benzyny otowiowej (w przeszioSci), odprowadzania s$ciekow
przemystowych, miejskich, przydomowych oraz rolniczych (Genchi i in., 2020; Amin
i in., 2018; Srivastava i in., 2017).

Metale cigzkie obecne w glebie wplywaja negatywnie na wzrost roslin,
poczawszy od fazy kietkowania, az po plonowanie (Elango i in., 2022). Otow wptywa
negatywnie miedzy innymi na kietkowanie nasion, wzrost siewek, zawarto$¢ chlorofilu,
przebieg fotosyntezy oraz transpiracje (Amin i in., 2018; Kushwaha i in., 2018). Jego
toksyczno$¢ wynika z oddziatywania z enzymami kluczowymi dla prawidtowego
rozwoju i metabolizmu komoérek (Liu i in., 2003). Kadm natomiast op6znia kietkowanie
nasion, hamuje wzrost siewek, ogranicza wzrost korzeni, pedow i lisci, hamuje syntezg
biatek i wptywa na efektywnos$¢ fotosyntezy, a takze prowadzi do uszkodzen btony
komorkowej (Elango i in., 2022). Kadm pobierany przez rosliny konkuruje z zelazem
I cynkiem, co moze prowadzi¢ do wystgpienia chlorozy lub nawet nekrozy lisci
(przebarwien wynikajacych z niedoboru Fe 1 Zn). Obecnos¢ Cd w glebie powoduje
wystepowanie stresu osmotycznego, co przyczynia si¢ do zaburzenia dystrybucji wody
w roslinie, a takze prowadzi do zwigkszonej produkeji reaktywnych form tlenu (Haider
iin., 2021).

Ro$liny uprawne moga akumulowa¢ metale cigzkie wystgpujace w glebie, co
stanowi zagrozenie dla zdrowia zarowno ludzi jak i1 zwierzat. Zdolno$¢ roslin do
akumulowania metali ci¢zkich jest wykorzystywana w procesie fitoremediacji
zdegradowanych gleb (Shah i Daverey, 2020). Potwierdzono, ze rdéwniez
jednokomoérkowe glony moga by¢ stosowane w  procesie  bioremediacji
(fykoremediacja) (Kandasamy i in., 2021). Kluczowa jest w tym przypadku nie tylko
biomasa, ktéra akumuluje jony metali, ale rowniez struktura $ciany komorkowej oraz

polimery zewnatrzkomorkowe wykazujace zdolnosci sorpcyjne (Danouche i in., 2021).
1.9. Mozliwosci stosowania EPS w rolnictwie

Zdolnos¢ EPS syntetyzowanych przez jednokomodrkowe glony, do wigzania
metali cigzkich moze przyczyni¢ si¢ do poprawy jakosci prowadzonych na tej glebie
upraw (Kandasamy i in., 2021). Metale cigzkie obecne w $rodowisku glebowym
akumulowane sa przez uprawiane na tych obszarach rosliny (Alengebawy i in., 2021).
Szczegdlnie podatne na akumulacje metali sg warzywa liSciaste takie jak: salata,
szpinak, endywia, a takze marchew (Puschenreiter i in., 2005). Wprowadzenie EPS do
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gleby moze przyczyni¢ si¢ do poprawy jej struktury, ze wzgledu na wiasciwosci
flokulacyjne EPS (Szewczuk-Karpisz i in., 2021). EPS moga réwniez skutecznie
immobilizowa¢ inne substancje o dziataniu toksycznym wzgledem ro$lin (pestycydy,
nadmiar fosforanéw 1 amoniaku, mikroplastik), a takze przedtuza¢ dzialanie oraz
zmniejszaé straty nawozow 1 srodkow ochrony roslin, co w rezultacie moze zmniejszy¢
stosowane dawki (Campos i in., 2015; Gopalakrishnan i Kashian, 2022; Tarfeen i in.,
2022).

Warto zauwazy¢, ze EPS jako naturalny material poprawiajacy wihasciwosci
fizykochemiczne gleby, zatrzymujacy wode oraz ograniczajacy pobieranie przez rosliny
toksycznych substancji prowadzi do poprawy jakosci produktow roslinnych
wykorzystywanych na cele spozywcze. Takie zastosowanie EPS wpisuje sig¢
w zatozenia strategii ,,0d pola do stolu” Europejskiego Zielonego +tadu

(https://www.consilium.europa.eu/pl/policies/green-deal/, dostep: 13.10.2023)
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2. Cel pracy i hipotezy badawcze

Celem niniejszej rozprawy bylo okreslenie wplywu wybranych czynnikow
abiotycznych na syntez¢ zewnatrzkomorkowych polimeréw przez wyselekcjonowane
jednokomoérkowe glony, analiza sktadu chemicznego otrzymanych polimeréw oraz
okreslenie ich wtasciwosci sorpcyjnych i flokulacyjnych.

Cel gtowny rozprawy doktorskiej realizowany byl poprzez realizacje¢

nastepujacych celow szczegdtowych:

* selekcja gatunkow glondéw jednokomorkowych pod katem wydajnosci syntezy
egzopolisacharydow;

*  okreslenie wptywu warunkow: natezenia $wiatta (40, 60, 350 umol foton m2s™?),
zrodla (azotan sodu, azotan amonu, siarczan amonu, mocznik) i stezenia azotu (0
gLt 0375 g L% 0,75 g LY 1,5 g LY, sposob odzywiania (autroficzny — COy,
miksotroficzny — glukoza) na proces syntezy egzopolisacharydow przez badane
jednokomoérkowe glony;

» charakterystyka biochemiczna otrzymanych EPS pod katem zawartos$ci: cukrow
catkowitych 1 redukujacych, kwaséw uronowych, aminocukrow, biatka,
aminokwasow oraz substancji fenolowych oraz okres$lenie sktadu monosacharydow;

* analiza zdolnosci sorpcyjnych EPS wobec jonow kadmu i otowiu;

* analiza grup funkcyjnych wystgpujacych w EPS oraz ich udziat w sorpcji metali

w oparciu o analize¢ z wykorzystaniem spektroskopii FTIR;

* analiza wiasciwosci flokulacyjnych EPS.

W celu wyjasnienia zalozen badawczych sformulowano nastgpujace hipotezy:
1. Natgzenie $wiatta, zrédta 1 stgzenia azotu oraz sposob odzywiania
jednokomoérkowych glonow wplywaja na proces syntezy wyrazony jako wydajnos¢
i specyficzng produktywno$é badanych EPS.
2. Natezenie $wiatla oraz sposob odzywiania powoduja zmiany w sktadzie
chemicznym EPS syntetyzowanych przez jednokomorkowe glony.
3. Sktad chemiczny EPS i dostgpnosé¢ grup funkcyjnych wpltywa na wiasciwosci
sorpcyjne badanych egzopolisacharydow.
4. Specyficznos¢ gatunkowa i warunki fizyko-chemiczne uktadu wplywaja na

wlasciwosci flokulacyjne badanych EPS.
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3. Materialy i metody

3.1. Material badawczy

Szczepy jednokomoérkowych zielenic (Chlorophyta): Chlorella vulgaris 262,

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

w Kolekeji  Kultur Organizméw  Autotroficznych (Tieboni, Republika Czeska),

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

w Gottingen (Gottingen, Germany).

Tabela 3. Systematyka badanych gatunkéw jednokomorkowych glonéw (AlgaeBase:

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

Nadkrdlestwo
Kroélestwo
Podkrolestwo
Typ
Klasa
Rzad

Rodzina

Gatunek

Eukaryota
Plantae

Viridiplantae

Chlorophyta
Trebouxiophyceae Chlorophyceae
Chlorellales Sphaeropleales

Chlorellaceae Scenedesmaceae
Chlorella  Parachlorella

) ) Tetradesmus obliquus
vulgaris kessleri

Chromista
Ochrophyta
Eustigmatophyceae
Eustigmatales

Chlorobotryaceae

Vischeria magna
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C.vulgaris 788 C.vulgaris 898

P. kessleri V. magna

C. vulgaris 267 C. vulgaris 262

T. obliquus

Ryc. 1 Zdjecia komoérek badanych glonéw wykonane przy pomocy mikroskopu
optycznego. C. vulgaris 788, C. vulgaris 898, P. kessleri i V. magna — fotografie wlasne
(Olympus CKX41 z 60x powiekszeniem); C. vulgaris 262, C. vulgaris 267, T. obliquus
— CCALA (https://ccala.butbn.cas.cz/, dostep: 31.08.2023).
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3.2. Metody

3.2.1. Warunki hodowli glonow
Przechowywanie szczepow glonow

Badane szczepy zakupione z kolekcji kultur w formie skoséw zestalonych

agarem przechowywano w temperaturze 4°C.
Hodowla na podtozu stalym

Pozyskane gatunki przesiano na plytki zawierajace podtoze BG11 zestalone 1%
agarem. Po inkubacji hodowli w temperaturze 22°C przez 7-10 dni, ptytki przeniesiono
do temperatury 4°C. W ten sposob przechowywano szczepy wykorzystywane nastepnie
do zaktadania hodowli ptynnych.

Sktad podtoza hodowlanego

Hodowle badanych gatunkéw jednokomoérkowych glonéw prowadzono na

pozywce BG11 o sktadzie przedstawionym w Tabeli 4.:

Tabela 4. Sktad pozywki BG11 (Allen, i in., 1968).

Sktadnik gL?
Roztwor 1 Na,MG EDTA 0,1
Cytrynian amonu zelaza (I11) 0,6
Kwas cytrynowy - H,O 0,6
CaClz- 2H20 3,6
Roztwor 2 MgSO4 7H, O 7,5
Roztwor 3 KoHPO4 3H0 4,0
Roztwor 5 (mikroelementy) HsBO3 2,86
MnCl; - 4H,0 1,81
ZnS0O; - TH20 0,222
CuSOy4 5H20 0,079
COCl;- 6H:0 0,050
NaMoO; - 2H;0 0,391
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Do przygotowania pozywki uzyto po 10 mL roztworéw 1-3, nast¢gpnie dodano
0,02 g NaxCOs3, 1 mL roztworu 5 i 1,5 g NaNOs. Catos¢ dopeliono woda
demineralizowang do objetosci 1 L. Wartos¢ pH pozywki ustalono do 7,5 przy uzyciu
1 M HCI i wysterylizowano w autoklawie. Ze wzgledu na badanie w niniejszej pracy
wplywu réznych zrodet azotu na synteze EPS, stosowano BG11o (niezawierajaca 1,5

g Lt NaNOs) do ktérej dodawano zrodta azotu zgodnie z Tabelg 5.
Hodowla na podtozu plynnym

Hodowle wstepne (inocula)

Komorki glonow pobrano z hodowli prowadzonych na ptytkach przy pomocy
wyjatowionej ezy mikrobiologicznej i wprowadzono do kolb o pojemnosci 50 mL,
zawierajacych 20 mL sterylnego podloza BGI11. Hodowle prowadzono bez
napowietrzania. Po namnozeniu komoérek do odpowiedniej ggstosci optycznej (Asgonm),
hodowle przeniesiono do kolb o pojemnosci 500 mL zawierajacych 200 mL pozywki.
Na kolbach zamontowano system do napowietrzania. Hodowle napowietrzano
powietrzem sterylizowanym filtrami przeptywowymi Midisart 2000 (Sartorius,
Niemcy) o $rednicy poréow 0,22 um. Hodowle prowadzono na wytrzgsarkach
obrotowych o obrotach 90 rpm, w systemie o$wietlenia cyklicznego 16 h $§wiatto: 8 h
ciemno$é, o natezeniu 60 pumol fotonow m? s, w temperaturze 25°C+1°C. Czas
wzrostu hodowli wstepnych wynosit migdzy 14 a 21 dni, a moment inokulacji
wyznaczono na podstawie gestosci optycznej hodowli wstepnej 1 zalezat od gestosci

hodowli wymaganej do nastawienia hodowli doswiadczalne;.

Hodowle do$wiadczalne

Na podstawie spektrofotometrycznych pomiarow gestosci optycznej (ODeso)
hodowli wstegpnych obliczono objetos¢ inoculum potrzebng do nastawienia nowej
hodowli. Nastepnie odpowiednig ilos¢ inoculum przeniesiono do probowek
wirowkowych 1 zwirowano. Zwirowang biomas¢ zawieszono w niewielkiej ilosci
swiezej pozywki 1 przeniesiono do kolby o pojemnosci 1 L zawierajacej 400 mL
pozywki. Podstawowe warunki hodowli, tj.: wytrzasanie, napowietrzanie, o$wietlenie
| temperatura byty takie same jak w hodowlach wstepnych. Natomiast natezenie swiatla

bylo modyfikowane w doswiadczeniu badajacym wplyw tego parametru na synteze
EPS.
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Warianty podtoza hodowlanego
Zrédto azotu

W celu okres$lenia zrodta azotu odpowiedniego do syntezy EPS podioze
hodowlane BG11 zmodyfikowano poprzez zastgpienie azotanu sodu innymi zroédtami
azotu: azotanem amonu, siarczanem amonu oraz mocznikiem. St¢zenia poszczegodlnych
zrddet azotu obliczono jako ekwiwalent N tak, aby ilo§¢ atomdéw azotu byta jednakowa
we wszystkich wariantach, wzgledem zawartosci N w pozywce BGI1 (1,5 g L*
NaNOz), ktora stanowita probe kontrolng. W celu przygotowania zmodyfikowanych
pozywek, azotan sodu zastapiono odpowiednio: 0,53 g L't mocznika, 0,71 g L azotanu
amonu i 1,16 g L siarczanu amonu. Hodowle prowadzono przez 15 dni w systemie
fotoperiodu 16 h $wiatlo: 8 h ciemno$é, o natezeniu $wiatta 60 umol foton m?2 st

I temperaturze 25°C+1°C.

Stezenie azotu

W celu oceny wptywu stezenia azotanu sodu w pozywce na synteze EPS przez
badane gatunki glondw, zastosowano odpowiednio zmniejszone ilosci NaNO3: 0,75 g L™
(50% N), 0,325 g L™ (25% N) i 0 g L (0% N). Probe kontrolng stanowita pozywka
zawierajaca 1,5 g L't NaNOs (100% N). Hodowle prowadzono przez 15 dni w systemie
fotoperiodu 16 h $wiatto: 8 h ciemnos¢, o natezeniu $wiatta 60 pmol foton m2 s’

| temperaturze 25°C+1°C.

r

Zrédlto wegla

W celu sprawdzenia wptywu dodatku organicznego zrodla wegla na produkcje
EPS, do pozywki BG11 dodano glukoze w iloéci 5 g L. Kontrolg stanowily hodowle
prowadzone na pozywce BGI11, bez dodatku organicznego zrodta wegla. Hodowle
prowadzono przez 15 dni w systemie fotoperiodu 16 h $wiatto: 8 h ciemnos¢,

0 natezeniu $wiatta 60 umol foton m? s i temperaturze 25°C+1°C.
Wplyw nateienia swiatlta na synteze EPS

W celu okreslenia wplywu natgzenia $wiatta na syntez¢ EPS, zastosowano
nastepujace wartoéci natezenia $wiatta: 40 pmol foton m2 s (LL), 60 pmol foton m? s

(ML) i 350 umol foton m? s (HL). Hodowle prowadzono przez 15 dni w systemie

30



fotoperiodu 16 h $wiatto: 8 h ciemnos¢, o natezeniu $wiatta 60 umol foton m? s’

I temperaturze 25°C+1°C.

Tabela 5. Zestawienie warunkéw prowadzenia hodowli jednokomoérkowych glonow

W niniejszej pracy.

Podtoze Natezenie Swiatlta Czas
Hodowla BG11 (=BGl1lo+15¢gL? 60 umol foton m?s* | 22 dni
podstawowa | NaNOz)
Zrodio azotu | BG11lo+ 1,5 g L NaNOs 60 umol foton m?s?t | 15dni

BG11o+ 0,53 g L™ (NH2):CO
BG11o+ 0,71 g L™X NH4NOs
BG1Lo+ 1,16 g L™ (NH4)2SO4

Stezenie BG11o+ 1,5 g L™ NaNOs 60 umol foton m? st | 15 dni
azotanu sodu | BG11o+ 0,75 g L* NaNOs
BG11lo+ 0,325 g Lt NaNO3
BG11lo+ 1,5 g L™t NaNOs

Natezenie BG11 40 pmol foton m? st | 15 dni
Swiatta 60 umol foton m? s?

400 pmol foton m? st

Zrédio wegla | BG11 60 umol foton m? s | 25 dni
BG11 + 59 L* glukozy

3.2.2. Pomiar stezenia biomasy komorkowej

W trakcie hodowli monitorowano wzrost jednokomoérkowych glonow poprzez
spektrofotometryczny pomiar gestosci hodowli (ODesgo). Po zakonczeniu hodowli
dokonano pomiaru st¢zenia biomasy komorkowej na podstawie suchej masy. W tym
celu pobierano okreslong objeto$¢ hodowli i filtrowano pod zmniejszonym ci$nieniem,
stosujgc filtry szklane 0,22 um Whatmann®GF/C (Whatmann, Wielka Brytania),
a nastgpnie suszono w suszarce laboratoryjnej (Ventill VC 111, MMM Group, Niemcy)

w temperaturze 90°C. Po uptywie 24 h probki wazono.
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3.2.3. lzolacja EPS

Po zakonczeniu hodowli podtoze hodowlane odseparowano od biomasy przy
pomocy wirowania (9000 rpm, 30 min, 4°C). Supernatant przefiltrowano pod
zmniejszonym ci$nieniem a nastepnie zatgzono przy uzyciu wyparki rotacyjnej (20
mBar, 38°C, Heidolph, Germany). Ekstrakcj¢ EPS przeprowadzono stosujac 96% etanol
w proporcji 2:1 (dwie czgséci etanolu na jedng czg$¢ probki). Cato§¢ mieszano przez 30
min 1 zostawiono na 72 h celem wytracenia EPS. Po tym czasie zebrano stragcony EPS
poprzez wirowanie (9000 rpm, 30 min, 4°C). Nastepnie EPS rozpuszczono w wodzie
I przeniesiono do membran dializacyjnych (12-14 kDa). Probki dializowano
w temperaturze 4°C przez 72 h. Po =zakonczeniu dializy probki zamrozono
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 zamrozono i zliofilizowano. EPS w formie liofilizatu

przechowywano do analiz.
3.2.4 Sklad chemiczny EPS

Zawartos¢ cukrow calkowitych

Do oznaczenia st¢zenia cukrow catkowitych w EPS zastosowano metode
fenolowo-siarkowa (DuBois i in., 1956; Masuko i in., 2005). W tym celu pobrano 200
uL EPS o stezeniu 1 mg mL™, a nastepnie dodano 600 pL stezonego kwasu siarkowego
1 120 pL 5% wodnego roztworu fenolu. Probki inkubowano przez 5 minut w tazni
wodnej o temperaturze 90°C. Po ostudzeniu mieszaniny reakcyjnej, zawarto$¢ cukrow
zmierzono przy uzyciu spektrofotometru Cary 300 UV-Vis (Varian Medical Systems,
Inc., Australia) przy 490 nm. Stezenie cukrow obliczono na podstawie krzywej
kalibracyjnej przygotowanej dla roztworu glukozy w zakresie 200-1000 pg mL*
(POCH, Polska).

Zawartos$¢ bialka

Stezenie biatka w badanych probkach oznaczono metodg Bradforda (Piasecka
i Baier, 2022; Bradford, 1976). Procedura obejmuje dodanie 100 pL probki EPS do
1 mL przygotowanego wczesniej odczynnika Bradforda, bedacego kwasnym roztworem
barwnika Coomasie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich, USA) w etanolu. Podczas

reakcji bialek z barwnikiem powstaje kompleks o niebieskim zabarwieniu z maksimum
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absorpcji przy 595 nm. Stezenie biatka wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej
przygotowanej dla albuminy bydlecej o stezeniach w zakresie 10-100 ug mL™? (Sigma
Aldrich, USA).

Zawartos¢ zwiazkow fenolowych

Do ilosciowego oznaczenia zwigzkoéw fenolowych w EPS zastosowano metode
spektrofotometryczng z diazosulfanilamidem (DASA) (Malarczyk i in., 2011). Do 0,2
mL badanej probki dodano 0,2 mL 2% roztworu DASA w 10% HCI oraz 0,2 mL 5%
NaNOs. Mieszaning pozostawiono na 1 minutg, po czym dodano 1 mL 20% Na.CO:s.
Absorbancje barwnego produktu reakcji zmierzono spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali 500 nm. Stezenie zwigzkow fenolowych obliczono na podstawie krzywej

kalibracyjnej wykonanej dla kwasu wanilinowego w zakresie 10-100 ug mL™.
Hydroliza EPS

Przed przystapieniem do oznaczenia zawartosci cukrow redukujacych, kwasow
uronowych, aminokwaséw, aminocukrow oraz identyfikacji monosacharydow probki
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 usuni¢to z probek poprzez
trzykrotne rozpuszczanie hydrolizatu w wodzie demineralizowanej i odparowywanie.
Nastgpnie probki rozpuszczono w wodzie demineralizowanej i przechowywano

w temperaturze 4°C do czasu przeprowadzenia analiz (Czemierska i in., 2017).
Zawarto$¢ cukrow redukujacych

Zawartos¢ cukrow redukujacych oznaczono metoda Somogyi-Nelsona (Hope
i Burns, 1987; Shao and Lin, 2018). W metodzie tej, cukry redukuja jony Cu(ll) do
Cu(l) w stabo zasadowym s$rodowisku winianu sodowo-potasowego. Powstaty tlenek
miedzi (1) reaguje z kwasem arsenomolibdenowym, co prowadzi do powstania tlenkow
molibdenu, nadajgcych niebieskie zabarwienie roztworu. Odczynnik miedziowy
stosowany w reakcji przygotowuje si¢ bezposrednio przed pomiarem poprzez
zmieszanie odczynnika Somogyi | i Somogyi Il w proporcji 1:25. Somogyi | to 15%
roztwor CuSOgs z dodatkiem 2 kropli stgzonego kwasu siarkowego. Natomiast Somogyi
Il jest roztworem zawierajacym Na>SOs, winian sodowo-potasowy, NaHCO3 i Na2COs.
Odczynnik Nelsona przygotowano poprzez rozpuszczenie molibdenianu amonu
w wodzie demineralizowanej, dodanie stezonego kwasu siarkowego i arsenianu sodu.
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Do 0,5 mL roztworu EPS dodano 0,5 mL wody destylowanej i 1 mL odczynnika
miedziowego. Mieszaning reakcyjng inkubowano w tazni wodnej o temperaturze 100°C
przez 10 min. Po ostudzeniu mieszaniny, dodano 1 mL odczynnika Nelsona. Zawarto$¢
cukrow redukujagcych mierzono spektrofotometrycznie przy 520 nm, a st¢zenie
wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej wykonanej dla glukozy w zakresie
100-1000 pg mL* (POCH, Polska).

Zawartos¢ kwasow uronowych

Kwasy uronowe oznaczono stosujgc metode karbazolowo-siarkows (Bitter
I Muir, 1962; Li i in., 2007). Proboéwki reakcyjne umieszczono w lodzie, a nastepnie do
kazdej wprowadzono po 5 mL roztworu st¢zonego kwasu siarkowego i 0,025 M
czteroboranu sodu. Nastepnie nawarstwiono 1 mL zhydrolizowanego EPS, zawarto$¢
proboéwek wymieszano szklang bagietka, a nastgpnie przeniesiono do wrzacej tazni
wodnej. Po uplywie 15 min proboéwki ostudzono, dodano 0,2 mL 0,125% roztworu
karbazolu w etanolu bezwodnym i ponownie inkubowano w tazni wodnej przez 10 min.
Produkt reakcji kondensacji bezwodnikow kwasu uronowego z karbazolem mierzono
kolorymetrycznie przy 530 nm. Stgzenie kwasow uronowych obliczono na podstawie
krzywej wzorcowej wykonanej dla kwasu galakturonowego w zakresie 10-200 ug mL*
(Sigma Aldrich, USA).

Zawarto$¢ aminokwasow

Stezenie aminokwasOw oznaczono za pomocg 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). Reakcje
przeprowadzono w obecnosci 0,4 M buforu cytrynianowego o pH 5, ktory dodano
w ilosci 0,75 mL. W wyniku reakcji aminokwasow z ninhydryng powstaje fioletowo-
niebieski produkt, ktérego maksimum absorpcji wynosi 570 nm i przy tej dtugosci fali
wykonywano pomiary. Krzywa wzorcowa wykonano dla roztworéw glicyny o stgzeniu
w zakresie 10-100 pg mL* (POCH, Polska).

Zawartos¢ aminocukrow

Oznaczenie zawartosci aminocukrow przeprowadzono 2z zastosowaniem
zmodyfikowanej metody Elsona-Morgana (Belcher i in., 1954; Jang i in., 2005).

Procedura polega na acetylacji aminocukrow poprzez dodanie 0,5 mL acetyloacetonu
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do 1 mL probki. Nastepnie do probki dodano 2,5 mL 99,5% etanolu i 0,5 mL roztworu
4-(dimetyloamino)benzaldehydu (DMAB) w HCI. W wyniku kondensacji acetylowanej
pochodnej aminocukrow i DMAB powstaje produkt o barwie rozowej. Wartosé
absorbancji probek badanych mierzono przy 530 nm. St¢zenie aminocukroéw obliczono
na podstawie krzywej wzorcowej wykonanej dla D-glukozaminy w zakresie 5-50 pg

mLL.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Do oznaczenia sktadu monosacharydow zastosowano technike chromatografii
cienkowarstwowej (TLC, ang. thin layer chromatography). W tym celu 30 pL
zhydrolizowanego EPS 1 roztwordw wzorcowych monosacharydow nanoszono na
pokryte zelem krzemionkowym plytki TLC (Merck, Niemcy) i wysuszono. Do
identyfikacji monosacharydow zastosowano roztwory standardowe glukozy, galaktozy,
mannozy, fruktozy, ksylozy, ramnozy (Sigma, USA) o stezeniu 1 mg mL™. Ptytki
umieszczano w komorze chromatograficznej uprzednio wysyconej faza rozwijajaca (1-
propanol : octan etylu : woda w proporcji 4:0,5:0,5 v/v). Rozdzial prowadzono przez 4
godz. Nastgpnie plytki wysuszono, spryskano 10% H>SOs w etanolu i suszono
w temperaturze 100°C  przez 15 min w celu wizualizacji rozdzielonych
monosacharydow. Nastgpnie wyznaczono wspotczynnik retencji (Rf, ang. retention
factor) dla kazdego sktadnika wedlug wzoru 1:

Rf = Ly/L, (1)

gdzie: Ls — odleglos¢ przebyta przez monosacharyd; L — odleglos¢ przebyta przez

rozpuszczalnik (Czemierska i in., 2016).

3.2.5. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)

Widma FTIR zliofilizowanych EPS rejestrowano za pomoca spektrometru
Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, USA) wyposazonego w przystawke do
ostabionego calkowitego odbicia (ATR, ang. attenuated total reflectance). Widma
zbierano w zakresie 4000-400 cm™, w odstepach co 4 cm™. Rozdzielczo$¢ widm
wynosita 128 skanoéw. Korekcje linii bazowej otrzymanych widm przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania OMNIC (v.8.2, Thermo Fischer Scientific Inc., USA)
(Piasecka i in., 2020). Wyniki byty wizualizowane i analizowane przy uzyciu MS Excel
2007.
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3.2.6. Wlasciwosci sorpcyjne EPS

Przygotowanie roztworéow azotanu (V) kadmu i azotanu (V) olowiu oraz przebieg

doswiadczenia sorpcji

Publikacja P.2.: Doswiadczenie przeprowadzono dla EPS syntetyzowanych

przez P. kessleri i C. vulgaris 898 w warunkach autotroficznych. Przygotowano
roztwory Pb(NOs3), i Cd(NOs)2 - 4H,0 o stezeniach: 10, 50, 100 i 150 mg L. Nastepnie
rozpuszczono EPS w roztworach soli metali do koncowego stezenia 100 mg L. Probe
kontrolng stanowit EPS rozpuszczony w wodzie demineralizowanej. Warto$s¢ pH
roztworow ustalono do 5, za pomoca 0,1 M HCI. Probki mieszano na wytrzgsarce

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

Publikacja P3.: Doswiadczenie przeprowadzono dla EPS syntetyzowanych przez
P. kessleri, C. vulgaris 788 i V. magna w warunkach miksotroficznych. Przygotowano
roztwory azotanu otowiu o stezeniu 100 mg L o pH 4, 5 i 6. Nastepnie rozpuszczono
EPS w przygotowanych roztworach soli metali do koficowego stezenia 100 mg L.

Dalsza procedura jest wspdlna dla obu doswiadczen. Probki odwirowano przy
9500 rpm przez 12 min (Rotanta 460 RS, Hettich, Niemcy). Supernatant zebrano
i przefiltrowano przy uzyciu hydrofilowego filtra PES 0,22 pm (Chemland, Polska).
Probki kontrolne przygotowano wedtug tej samej procedury, jednak EPS rozpuszczono
w wodzie zamiast w roztworach soli metali. Nastepnie filtraty wykorzystano do
pomiaru stezenia jonow metali za pomocag ICP-OES. Natomiast osad zliofilizowano,
a nastepnie wykorzystano do przeprowadzenia analizy FTIR. Eksperymenty sorpcyjne

przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Oznaczenie stezenia jonow metali (ICP-OES)

Do oznaczenie stgzenia jonow metali w filtracie zastosowano optyczng
spektrometri¢ emisyjna z indukcyjnie sprzezong plazma (ICP-OES). Pomiary wykonano
przy uzyciu aparatu iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, USA) wyposazonego
w detektor typu CID (ang. charge injection device) oraz oprogramowanie charge
injection device. Roztwory wzorcowe zostaly przygotowane z wielopierwiastkowego
wzorca CCS-6 o stezeniu 100 g mL™' (7% HNOs) (Inorganic Ventures, USA).
Urzadzenie pracowalo przy nastgpujacych parametrach: generator RF moc 1150 W,

czestotliwo$¢ generatora RF 27,12 MHz, natezenie przeptywu gazu nosnego 0,65

36



dm®min?, natezenie przeptywu gazu chlodzacego 16 dm® min?, oraz gazu
pomocniczego 0,4 dm?® mint. Dlugosci fal zastosowane do oznaczenia zawartoéci metali
wynosity odpowiednio: 220,353 nm dla otowiu 1 214,438 nm dla kadmu. Do obliczenia
procentowego potencjatu usuwania (RP, ang. removal potential) zastosowano wzor 2,

natomiast do obliczenia ilosci zaadsorbowanych jonow (q) metali zastosowano wzor 3:
RP [%] = (ci—c)/ci- 100 % 2
q=((ci-c) V)W (©)

gdzie: ci — poczatkowe stezenie jonéw metali [mg L]; ¢ — stezenie jonow metali po
inkubacji z EPS [mg L™]; V — objetos¢ probki [L] po inkubacji z EPS [mg L1]; V —
objetos¢ probki [L]; W —masa EPS w probece [mg] (Biswas i in., 2020).

Oznaczono réwniez zawarto$¢ Ca, Mg, Mn, P, S i Zn [mg L] w roztworze po procesie

sorpcji.
3.2.7. Oznaczanie aktywnosci flokulacyjnej

Aktywnos¢ flokulacyjna EPS oznaczano za pomoca metody kaolinowej (Kurane
i in., 1994). Kaolin jest mineratem ilastym glinokrzemianowym o wzorze chemicznym
~Al>Si,05(0OH)4, sktadajacym si¢ gléwnie z kaolinitu (Kunio i Schreiber, 2013).
Przygotowano zawiesing zawierajaca 4,5 g L kaolinu (CAS 1332-58-7) (Sigma
Aldrich, USA) i 11 g L CaCl, w wodzie demineralizowanej. Do roztworu 9 mL
zawiesiny kaolinu z dodatkiem 0,1 M chlorku wapnia dodawano odpowiednio 0,1 mL
EPS o stezeniu 1 g L lub wody demineralizowanej, w przypadku proby kontrolne;.
Calos¢ mieszano przez 20 sekund przy 2000 rpm przy uzyciu wytrzasarki typu Vortex
i odstawiano. Po uptywie 5 min pobierano 0,9 mL plynu, zanurzajac koncowke pipety
w roztworze na glgbokosci 7 mm. Ptyn przenoszono do kuwety spektrofotometrycznej,
dodawano 0,9 mL wody demineralizowanej 1 mieszano. Absorbancj¢ mierzono przy

550 nm. Aktywnos¢ flokulacyjng obliczono wedtug wzoru 4:
Aktywnosc¢ flokulacyjna [%] = (Ak—As)/Ak - 100% 4

gdzie: Ak — absorbancja proby kontrolnej; Ag — absorbancja proby badanej (Czemierska
i in., 2016).
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3.2.8. Pomiar zmian metnosci

Do okreslenia zdolnosci flokulacyjnych EPS wykorzystano roéwniez pomiary
zmian metno$ci zawiesiny kaolinu. Pomiary wykonano przy uzyciu turbidymetru Hach
2100AN (Hach, USA). Probki przygotowano zawieszajac 0,02 g kaolinu w 20 ml
elektrolitu pomocniczego, ktérym byt 0,001 M NaCl (kontrola). Badane uklady
przygotowano dodajac 2 mL i 4 mL 500 mg L™ roztworu EPS, do koficowego stezenia
odpowiednio 50 i 100 mg L. Dodatkowo zbadano wptyw CaClz (50 mg L?) na
wlasciwosci 50 mg L' EPS. Warto$¢ pH badanych probek doprowadzono do 7
uzywajac 0,1 M HCIL. Wyniki odczytywano po 2, 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minutach
(Szewczuk-Karpisz i in., 2021).

3.2.9. Pomiar wielkoSci czastek/agregatow

Przed przystapieniem do analiz ustalono gradient sacharozy poprzez zmieszanie
roztworéw 8% 1 24%. Po pomiarach zmg¢tnienia probki przenoszono do analizatora
wielkos$ci czastek DC24000 (Anaheim, USA). Pomiary przeprowadzono przy predkosci
obrotowej tarczy rownej 2500 obr./min. Wielko$¢ czastek/agregatow mierzono

w zakresie 0,11-5 um (Szewczuk-Karpisz i in., 2021).
3.2.10. Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie sa warto$ciami
usrednionymi z trzech powtdrzen wraz z odchyleniem standardowym. Do okreslenia
zgodnosci uzyskanych wynikéw z rozktadem normalnym przeprowadzono test Shapiro-
Wilka. Dane spetniajgce kryterium normalnosci poddano analizie wariancji (ANOVA)
z wykorzystaniem testu wielokrotnych poréwnan — test Tukey’a. Poziom istotnosci
przyjety w analizach wynosit p < 0,05. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania STATISTICA 12 (Statsoft, Inc., USA).
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4. WyniKki
4.1. Selekcja gatunkow syntetyzujacych EPS

Pierwszym etapem badan bylo okreslenie wydajno$ci oraz specyficznej
produktywno$ci syntezy EPS przez cztery gatunki jednokomoérkowych glonow:
Vischeria magna, Tetradesmus obliquus, Parachlorella kessleri oraz Chlorella vulgaris,
w tym 4 szczepy Chlorella vulgaris: 262, 267, 788 i 898.

Tabela 6 przedstawia ilos¢ EPS uzyskanego w stacjonarnej fazie wzrostu
komorek (po 22 dniach hodowli). Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze
wydajnoéé syntezy EPS u wigkszosci badanych gatunkéw byta w zakresie 10-14 mg L.
Najnizsza wydajnosc¢ i specyficzng produktywnos¢ EPS uzyskano z hodowli T. obliquus
(2,37 mg LY 3,91mg g?) i C. vulgaris 267 (6,89 mg L?; 5,53 mg g?). Najwyzsza
wydajnosc¢ i specyficzng produktywnos¢ EPS stwierdzono u gatunkow: P. kessleri (13,1
mg L*; 16,38 mg g1), C. vulgaris 898 (12,64 mg L!; 14,76 mg g) i V. magna (12,54
mg L1;11,46 mg g™).

Tabela 6. Wydajno$¢ 1 specyficzna produktywno$¢ EPS, oraz zawarto$¢ cukrow

calkowitych i biatek w EPS syntetyzowanych przez badane gatunki glonow.

Gatunek Wchieggoéé pi%i%f;\?virl)aéé Cukry_l Bialk(ﬁ
[mg L] EPS [mg g™ [ug mL~] [ng mL™]
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 +£0,41 553+0,45 659,22 +£29,39 12,11+£0,72

W otrzymanych EPS oznaczono zawartos¢ cukrow catkowitych i biatek. Badane

EPS charakteryzowaty si¢ zawarto$cig cukrow catkowitych na poziomie 600—700 pg

mL?, natomiast najwyzsze stezenie (718 pg mLt), zaobserwowano w EPS
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syntetyzowanym przez C. vulgaris 788. Z kolei zawarto$¢ biatka w badanych EPS
miescita sic w zakresie 4-8,4 ug mL?, z wyjatkiem egzopolimeru syntetyzowanego
przez C. vulgaris 267, ktory zawierat 12,11 pg mL™* biatka.

Na podstawie otrzymanych wynikow dotyczgcych wydajnosci i specyficznej
produktywnosci EPS, do dalszych badan wybrano trzy gatunki charakteryzujace sig¢
najwyzszg wydajnoscia i specyficzng produktywnoscia EPS: V. magna, P. kessleri i C.
vulgaris 898.

4.2. Wpltyw wybranych czynnikéw abiotycznych na synteze EPS

4.2.1. Zroédlo azotu

W celu okreslenia optymalnego Zrédta azotu dla wzrostu komorek oraz syntezy
EPS przeanalizowano cztery zwiazki, zawierajace rézne formy azotu: amonowa —
(NH4)2S04, amonowa i azotanowa — NH4NO3, azotanowa — NaNO3 i organiczne zrodto
azotu — mocznik. Zastosowano réwnowazne stgzenia azotu (atomowego) wzgledem
zawartosci azotanu sodu w pozywce BG11 — 1,5 g L. Badane zrodta azotu wptywaty
istotnie (p<0,05) na st¢zenie biomasy komoérkowej badanych gatunkéw (Tabela 7). Dla
wszystkich badanych gatunkow najwigksze stezenie biomasy komorkowej otrzymano
w hodowlach z dodatkiem azotanu sodu. W przypadku P. kessleri i C. vulgaris drugim
najkorzystniejszym zroédtem azotu pod wzgledem produktywnosci biomasy jest
mocznik, natomiast w przypadku V. magna jest to azotan amonu.

Wydajnos$¢ 1 specyficzng produktywno§¢ EPS syntetyzowanych na podiozu
zawierajacym azotan amonu i mocznik, a w przypadku V. magna, rowniez azotan
amonu przedstawiono w Tabeli 7. Z hodowli w ktorych zaobserwowano zahamowanie
wzrostu nie izolowano EPS. Najwicksza wydajno$é syntezy EPS (64,9 mg L*
calkowitego EPS i 23,2 mg L rozpuszczalnego EPS) uzyskano w hodowli P. kessleri
prowadzonej na pozywce zawierajacej NaNOs. W przypadku C. vulgaris 898 (17 mg L
i 146 mg gb) i V. magna (18,7 mg L' i 125 mg g?!) najwyzsza wydajnosé
I specyficzng  produktywnos$¢ calkowitego EPS  stwierdzono w hodowlach
prowadzonych na podtozu zawierajacym azotan sodu. Natomiast wydajnosé
I specyficzna produktywnos$¢ rozpuszczalnego EPS z C. vulgaris i V. magna jest nizsza
w hodowlach prowadzonych na podtozu zawierajgcym mocznik. Ilo$¢ rozpuszczalnego
EPS uzyskana z badanych hodowli jest kilkukrotnie nizsza niz ilo$¢ catkowitego EPS.

Wydajno$¢ syntezy rozpuszczalnego EPS stanowi 35,5%, 37% i 11,3% wydajnosci
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catkowitego EPS syntetyzowanego odpowiednio przez P. kessleri, C. vulgaris 898 i V.
magna na podlozu zawierajacym azotan sodu. W przypadku hodowli prowadzonej
W obecno$ci mocznika udziat frakcji rozpuszczalnej EPS jest wyzszy i wynosi 54%,
86,8% oraz 36,6% w przypadku P. kessleri, C. vulgaris 898 i V. magna. Oznacza to, ze
w hodowlach prowadzonych na podlozu zawierajacym azotan sodu, ilo$¢ frakcji
nierozpuszczalnej EPS, ktora jest rdznica miedzy wydajnoscia catkowitego
i rozpuszczalnego EPS, jest stosunkowo wysoka.

Pomimo wysokiego stezenia biomasy komoérkowej V. magna, gatunek ten
wykazuje niska produktywnos$¢ rozpuszczalnego EPS w poréwnaniu do pozostatych
badanych gatunkéw. Wydajno$¢ syntezy rozpuszczalnego EPS przez C. vulgaris 898
oraz V. magna nie wykazuje roéznic w zalezno$ci od zastosowanego zrddla azotu
podczas hodowli. Natomiast NH4sNO3z wptywa istotnie na obnizenie wydajnosci syntezy
EPS w hodowli V. magna. W przypadku P. kessleri, azotan sodu okazat si¢ optymalnym
zrodlem azotu pod katem ilosci otrzymanego EPS. W zwigzku z powyzszym NaNOs
wybrano jako optymalne Zrédto azotu dla tego gatunku. Z uwagi na najwyzszy przyrost
biomasy komorkowej, a takze najwyzsza wydajno$¢ i specyficzng produktywnosé
calkowitego EPS, a w przypadku P. kessleri réwniez rozpuszczalnego EPS, na podtozu

zawierajacym azotan sodu, zwigzek ten wybrano do dalszych badan.
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Tabela 7. Wptyw zrodta azotu na stgzenie biomasy komorkowej glondéw oraz

wydajnos¢

1 specyficzng produktywnos$¢ caltkowitego 1

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

rozpuszczalnego EPS

Gatunek Zrédto Stezenie Catkowity EPS Rozpuszczalny EPS
azotu biomasy Wydajnos¢  Specyficzna ~ Wydajnos¢  Specyficzna
komorkowej  [mgL?']  produktywnos¢  [mgL?]  produktywnos$é
[gL7] [mg g*] [mg g”]
NaNO3 1,9+0,24 64,9+4,03 34,4 +£1,55 23,2+ 1,44 12,3 +1,41
P kessleri CO(NH2)2 1,4+£0,32 19,3+3)28 13,7+ 1,96 10,7 £0,20 7,4+ 1,34
NH:,NOs  0,5+0,12 - - . _
(NH4).SO, 0,4+0,24 - - - -
NaNO3 1,7+£0,39 17,0+ 1,06 14,6 £ 3,26 6,1+0,39 5,4+ 0,49
C.vulgaris CO(NH>)2 1,1£0,10 7,7+1,53 7,6+0,86 6,7+0,13 6,2+0,33
898 NH:NO; 0,4+0,21 - - - -
(NH4)2SO,  0,3+0,21 - - - -
NaNO3 1,5+0,22 18,7+0,61 125+ 1.89 2,02+0,14 1,36 £ 0,28
V. magna CO(NH2)2 0,8+0,17 4,0+0,72 46+0,77 1,97 £0,27 2,33+ 0,45
NHsNO3 1,4+0,18 3,5+0,83 2,47 £ 0,35 1,04 +£0,17 0,74+0,11
(NH4);SOs 0,6 £0,17 - - - -

4.2.2. Stezenie zrodla azotu

Nastepny etap badan obejmowat okreslenie wptywu st¢zenia azotanu sodu na

przyrost biomasy i ilos¢ produkowanego EPS. Wyniki przedstawione w Tabeli 8
wskazuja, ze zmniejszenie zawartosci azotanu sodu w podtozu wzrostowym do 0,75 g L
wplywalo na zwiekszenie stgzenia biomasy koncowej w hodowlach C. vulgaris i V.
magna w stosunku do warunkéw kontrolnych. Natomiast hodowla P. kessleri
charakteryzowala si¢ takim samym przyrostem biomasy komoérkowej we wszystkich
wariantach podtoza zawierajacych azot. W warunkach braku azotanu sodu w podtozu (0
g L) obserwowane byty minimalne przyrosty biomasy wszystkich analizowanych
gatunkéw, a takze obnizona wydajnos¢ syntezy EPS. Najwyzsza wydajnos¢ syntezy
catkowitego EPS oraz rozpuszczalnego EPS syntetyzowanego przez P. kessleri,
wynoszaca odpowiednio 30,7 mg L i 10,1 mg L, stwierdzono w hodowlach
prowadzonych na podlozu zawierajacym 1,5 g L* NaNOs. C. vulgaris, pomimo

niskiego przyrostu biomasy w hodowli niezawierajacej zrodla azotu, wykazuje
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stosunkowo wysoka wydajno$é syntezy zaréwno catkowitego (25,5 mg L7?), jak
i rozpuszczalnego EPS (12,7 mg L), Wartosci te sa porownywalne z wydajnoscia
syntezy EPS uzyskanymi z hodowli prowadzonej na podlozu zawierajacym 1,5 g L*
NaNOs: 30,6 mg L™ i 11,6 mg L™ odpowiednio dla catkowitego i rozpuszczalnego EPS.
V. magna, podobnie jak P. kessleri wykazuje najwyzsza wydajno$¢ syntezy catkowitego
EPS w obecno$ci najwyzszego zastosowanego stezenia azotanu sodu (1,5 g L™).
W przypadku rozpuszczalnego EPS najwyzsza wydajnos¢ syntezy EPS przez komorki
V. magna stwierdzono w warunkach stezenia 0,375 mg L™ azotanu sodu w podtozu
hodowlanym. Najwyzsze wartosci specyficznej produktywnos¢ EPS, dla wszystkich
badanych gatunkow glonoéw, zaobserwowano w hodowlach prowadzonych w warunkach
0g L azotanu sodu w podtozu, wynoszace odpowiednio 42,1 mg L™, 82,6 mg Lt i 20,8
mg L dla EPS z P. kessleri, C. vulgaris i V. magna. Specyficzna produktywno$é¢ EPS
syntetyzowanego przez P. kessleri w warunkach braku egzogennego zrodta azotu
w podtozu hodowlanym jest dwukrotnie wyzsza niz w warunkach kontrolnych (1,5 g L),
podczas gdy w przypadku C. vulgaris stwierdzono czterokrotny wzrost specyficznej

produktywnos$ci EPS.
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Tabela 8. Stezenie biomasy komoérek glonéw oraz EPS w hodowlach P. kessleri, C.

vulgaris i V. magna wzrastajacych na podlozu zawierajagcym rozne stezenia azotanu

sodu (+SD).
Stezenie Catkowity EPS Rozpuszczalny EPS
Stezenie bi
1omasy Wydajnos¢  Specyficzna Specyficzna
Gatunek  NaNO3 e Pecy Wydajnosé¢ pecvt
. komorkowe;j [mgL?']  produktywnos¢ produktywnos$¢
[gL7] . , [mg L] )
[9L7] [mg g~] [mg g77]
0 0,1+0,02 9,3+0,12 42,1+ 3,26 3,2+£0,19 145+ 2,34
P. 0,375 0,9+0,12 19,7+ 0,41 15,5+ 0,31 6,1+0,11 4,8+0,28
kessleri 0,75 09+0,15 203+044 16,0+0,45 6,4+ 0,27 5,1+ 0,46
15 1,0+0,26 30,7+ 0,83 18,9+ 0,66 10,1+ 0,14 6,2+ 0,26
0 0,2+0,10 25,5+0,65 82,6 + 6,54 12,7+ 0,34 41,1 +£3,99
C.
0,375 1,1 +£0,10 15,7 £ 0,25 9,2+0,34 6,5+0,15 3,8+0,12
vulgaris
898 0,75 1,2+0,19 204=+1,43 10,3+ 0,21 7,0+ 0,05 3,5+ 0,03
15 09+0,12 30,6+0,43 22,2 + 0,68 11,6 £0,21 8,4+ 0,05
0 0,5+0,06 15,6 £0,45 20,8 +0,52 5,8+ 0,09 7,7+0,20
V. 0,375 1,1+0,11 16,2 + 0,66 8,9+0,34 6,3+ 0,12 3,5+0,29
magna 0,75 1,3+0,07 12,7+ 0,51 6,0 +0,21 4,9+0,20 2,3+£0,10
15 1,0+£0,08 26,4+0,77 18,4+ 0,21 4,0+0,15 2,8+0,09

4.2.3. Natezenie $wiatla

W celu okreslenia wplywu natezenia $wiatla na syntezg EPS hodowle

jednokomoérkowych glonéw prowadzono W nastepujacych warunkach natgzenia Swiatla:

40 umol foton m? s (LL), 60 umol foton m? st (ML) i 350 umol foton m? st (HL)

w systemie o$wietlenia 16 h $wiatto: 8 h ciemnos¢. Uzyskane wyniki (Tabela 9)

wskazujg, ze wraz ze wzrostem natezenia S$wiatla wzrasta stezenie biomasy

komorkowej, a takze wydajnos$¢ 1 specyficzna produktywnos¢ syntetyzowanego EPS —

zarowno catkowitego jak i frakcji rozpuszczalnej w wodzie. Wydajno$¢ catkowitego

EPS syntetyzowanego przez P. kessleri przy niskim nat¢zeniu $wiatta wynosi 33,7 mg

L, natomiast pod wptywem wysokiego natezenia §wiatta uzyskano 66,5 mg L.

Podczas gdy C. vulgaris syntetyzuje 29,5 mg L EPS (LL) i 131,8 mg L EPS (HL),
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a wiec wysokie natezenie $wiatta powoduje ponad czterokrotny wzrost wydajnos$ci

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

w warunkach wysokiego nat¢zenia $wiatla jest niemal siedmiokrotnie wyzszy niz przy

swietle o niskim nat¢zeniu. Natomiast uwzgledniajac specyficzng produktywnos¢ EPS,

roéznice nie sg tak wysokie. Wysokie natezenie Swiatla przyczynia si¢ do wyraznie

zwigkszonej syntezy catkowitego EPS przez komorki V. magna oraz rozpuszczalnego

EPS w przypadku V. magna i C. vulgaris. P. kessleri okazata si¢ gatunkiem najmniej

wrazliwym na wysokie nat¢zenie $wiatla.

Tabela. 9. Wplyw natezenia §wiatta [umol m™? s] na stezenie biomasy oraz wydajnos¢

i specyficzna produktywnos¢ EPS (£SD).

Stezenie Catkowity EPS Rozpuszczalny EPS
Natezenie biomasy ) Specyficzna ) Specyficzna
Gatunek ) ) - Wydajnosé Wydajnosé
swiatta ~ komorkowej produktywnos$¢ produktywnos¢
) [mg L] ) [mg L] )
[gL7] [mg g~7] [mg g7]
5 40 1,1+0,02 33,67 £ 1,59 30,61 + 1,44 6,97 + 0,17 6,33 +0,15
c I ] 60 1,3+0,18 41,96 £ 0,97 32,42 £ 4,24 12,23 £0,28 9,46 + 1,44
essleri
350 1,7+0,27 49,11 + 2,88 40,21 £ 3,55 27,26+ 1,6 16,74 + 1,48
C. 40 1,2+0,02 29,49 £1,95 25,08 £ 1,87 11,05+ 0,74 9,85+ 0,5
vulgaris 60 1,3+0,12 4992+ 1,4 39,01 £+4,67 2586+0,72 20,21+242
898 350 35+0,39 131,76 £5,02 3795+3,61 91,74+6,43 26,34+1,78
40 1,1+0,07 20,7 £ 1,24 18,27 £0,76 5,69 +0,12 5,03 +0,26
V. magna 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 £423 59,71+6,08 69,83+2,09 26,34+1,78
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4.3. Wplyw natezenia Swiatla na sklad biochemiczny EPS

Uzupetnieniem badan dotyczacych wptywu natezenia §wiatla na produktywnosé¢
EPS jest okreslenie skladu chemicznego egzopolimeréw syntetyzowanych przez P.
kessleri, C. vulgaris 898 i V. magna. Uzyskane wyniki przedstawiono w formie
wykresow na Ryc. 2. Zawarto$¢ cukrow catkowitych w EPS syntetyzowanym
w warunkach wysokiego natezenia §wiatta (HL) wzgledem EPS syntetyzowanych przy
niskim natezeniu $wiatla (LL) wzrasta o 30,5%, 44,5% 1 35,7%, a cukrow redukujacych
0 31,3%, 24,8% i 43,2% odpowiednio w EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C.
vulgaris i V. magna. Wysokie nat¢zenie $wiatta zwigksza rowniez zawarto$¢ biatek
(039,4% 1 33,7%) i aminokwasow (o 23,8% i 48,3%) w EPS syntetyzowanym przez P.
kessleri i C. vulgaris. W przypadku EPS z V. magna wysokie natezenie $wiatla
prowadzi do zmniejszenia zawartosci bialek 1 aminokwaséw (wzgledem LL).
Najwyzsze stezenia biatek i aminokwaséw (odpowiednio 11,13 pg mg?ti 31,11 pg mg?)
stwierdzono w EPS wyizolowanym z hodowli prowadzonej w warunkach $redniego
natezenia $wiatta (ML). W przypadku EPS przez P. kessleri i V. magna istotny
statystycznie wzrost stezenia aminocukrow stwierdzono jedynie w probkach
wyizolowanych z hodowli prowadzonych w warunkach wysokiego nat¢zenia $wiatlg
Istotne statystycznie zmiany zawartoSci aminocukrow obserwowane sg w EPS
syntetyzowanym przez C. vulgaris, gdzie wzrost nat¢zenia $wiatla powoduje spadek
zawarto$ci aminocukrow z 8,3 ng mg* przy niskim natezeniu $wiatta (LL), do 5,9 ug
mg? (ML) i 7 pg mg? (HL). EPS syntetyzowany przez C. vulgaris w warunkach
niskiego natezenia §wiatta zawiera 109,2 ug mg™* kwaséw uronowych, natomiast wzrost
nat¢zenia $wiatta zwigksza ich ilos¢ o 25,5% (ML) 1 32,8% (HL). Wzrost zawarto$ci
kwasoéw uronowych, obserwowany jest rowniez w EPS syntetyzowanym przez P.
kessleri pod wplywem wysokiego nat¢zenia $wiatta. W przypadku EPS z V. magna
najwyzsza zawarto$¢ kwasoéw uronowych — 156,1 ng mg?, stwierdzono w probce
syntetyzowanej w warunkach $redniego natgzenia $wiatta. Badane EPS zawierajg
rowniez niewielkie iloéci substancji fenolowych wynoszace 2-3,5 ug mg, z wyjatkiem
EPS syntetyzowanego przez C. vulgaris przy niskim nat¢zeniu §wiatla, ktory zawiera

5,7 ug mg* badanych zwiazkow.
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Ryc. 2. Sktad chemiczny EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. vulgaris 898 i V.

magna w warunkach réznego natezenia §wiatla.



Na podstawie uzyskanych wynikow, do prowadzenia hodowli badanych
gatunkow jednokomorkowych glondw w celu uzyskania jak najwickszej wydajnosci
i specyficznej produktywnosci EPS, wybrano nastepujgce warunki:

e azotan sodu jako zrédlo azotu,

e stezenie azotanu sodu wynoszace 1,5 g L7,

e natezenie $wiatta wynoszace 60 pmol m2 s,

Wybierajac natezenie S$wiatla do dalszych hodowli, kierowano si¢ sktadem
biochemicznym analizowanych EPS: zawarto$Scig biatek, aminokwasow i kwasow
uronowych, ktore sg kluczowymi zwigzkami odpowiadajagcymi za wlasciwosci
sorpcyjne EPS, badane w dalszej czgSci pracy. Natezenie §wiatla wynoszace 60 pmol
m? s! (ML) okazalo si¢ najkorzystniejsze pod wzgledem zawartosci kwasow
uronowych we wszystkich badanych EPS. Oprocz tego ML zapewnia wysoki poziom

aminokwasow w EPS P. kessleri, C. vulgaris i V. magna.
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4.4. Sklad chemiczny i wlasciwosci sorpcyjne autotroficznych EPS
(P.2))

Ciempiel W. Czemierska M., Szymanska-Chargot M., Zdunek A., Wigcek D., Jarosz-
Wilkotazka A., Krzeminska 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 badan opisanych w publikacji P.2. byto okreslenie sktadu chemicznego
zewnatrzkomoérkowych polimeréw syntetyzowanych w warunkach autotroficznych,
a takze zbadanie ich zdolno$ci do usuwania jonow kadmu (1) i otowiu (Il) z roztworow
wodnych zawierajacych badane jony metali o stezeniu 10 mg L, 50 mg L%, 100 mg L
i 150 mg L.

4.4.1. Sklad chemiczny

EPS wyizolowane z hodowli P. kessleri i C. vulgaris 898 poddano analizie
sktadu chemicznego z zastosowaniem metod kolorymetrycznych oraz chromatografii
cienkowarstwowej. Zawarto$¢ pierwiastkdéw w EPS okre§lono za pomoca ICP-OES.

EPS syntetyzowany przez C. vulgaris charakteryzuje si¢ wyzsza zawartoscig
biatek, cukréw redukujacych, kwasow uronowych i aminokwaséw niz EPS otrzymany
z hodowli P. kessleri. Wymienione w poprzednim zdaniu zwigzki zawierajg grupy
karboksylowe i hydroksylowe, co moze $wiadczy¢ o tym, ze EPS z C. vulgaris moze
wykazywac wigkszg pojemnos$¢ sorpcyjng wobec jonéw metali. Na podstawie analizy
chromatograficznej (TLC) stwierdzono obecno$¢ ramnozy, mannozy i galaktozy w obu
badanych EPS, a w EPS z P. kessleri stwierdzono rowniez obecnos¢ ksylozy.

Dodatkowo przeanalizowano zawarto$¢ innych pierwiastkéw (Ca, Mg, Mn, P, S,
Zn) w EPS, a takze ich stezenie w roztworze po procesie sorpcji. Analiza stezenia
pierwiastkéw w badanych EPS wykazata wysoka (>18 nug mg?l) zawartos¢ wapnia,
magnezu i siarki, aw EPS z C. vulgaris rowniez fosforu. W EPS syntetyzowanym przez
C. vulgaris stwierdzono niemal dwukrotnie wyzszg zawarto$¢ wapnia i Siarki, oraz
ponad trzykrotnie wyzsze stezenie fosforu, niz w EPS syntetyzowanym przez P.

kessleri, ktory z kolei charakteryzuje si¢ wyzsza zawartoscig magnezu.

49



4.4.2. Sorpcja otowiu i kadmu (ICP-OEYS)

Doswiadczenie sorpcji przeprowadzono z zastosowaniem roztworoéw azotanu
otowiu i azotanu kadmu o stezeniach 10, 50, 100 i 150 mg L i EPS syntetyzowanych
przez P. kessleri i C. vulgaris o stezeniu 100 mg L. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
EPS z P. kessleri wykazuje najwyzsza skutecznos¢ adsorbowania jonow otowiu
z roztworu o stezeniu 10 mg L™ Pb(l1). Natomiast EPS z C. vulgaris najwyzsza warto$é
adsorpcji wykazuje w $rodowisku zawierajagcym 100 mg Lt i 150 mg Lt Ph(Il).
W obecnosci jonow kadmu, oba badane EPS wykazuja potencjal usuwania wynoszacy
2-5%, a pojemnosé sorpcyjna tych EPS wobec jonow Cd(11) nie przekracza 50 mg g™.
Z kolei w przypadku jonow Pb(II) wartosci te byly znacznie wyzsze i wynosity
odpowiednio 264,1 mg g dla EPS z P. kessleri i 573,6 mg g* dla EPS z C. vulgaris.
Analiza zmian zawarto$ci pierwiastkow sorpcji Pb(I1) i Cd(11) wykazata, ze jony wapnia,

magnezu, siarki oraz fosforu sg uwalniane do roztworu podczas procesu Sorpcji.

4.4.3. Analiza grup funkcyjnych EPS

Widma FTIR badanych EPS z P. kessleri i C. vulgaris 898 wskazuja na
obecno$¢ pasm typowych dla polisacharydow: grup —OH (3358 cm™ EPS z P. kessleri
i 3306 cm™ EPS z C. vulgaris), -CH- (2919 cm™ i 2938 cm?), C=0 (1730 cm?), —
COO~ (1608 cm™ i 1597 cm™ oraz 1416 cm™), P-O/S-0O (1247 cm™ i 1249 cm™), C-
O/C-O-H (1046 cm™ i 1035 cm™), oraz C-O i C-H w regionie anomerycznym (900
700 cm'Y).

W obecnosci jonow Cd(II) wzrosta intensywnos$¢ pasma grup hydroksylowych

! a takze intensywne pasmo ok.

oraz karboksylowych, pojawilo si¢ pasmo 1623 cm’
1301 cm™ w EPS syntetyzowanych przez oba gatunki glonéw. Natomiast w obecnosci
jonow Pb(Il) widma FTIR badanych EPS z P. kessleri wykazuja inne zmiany niz
w przypadku oddziatywania EPS C. vulgaris z jonami otowiu. W EPS z P. kessleri
nastgpilo przesuniecie pasma 1608 cm™ na 1574 cm™, a pasmo 1416 cm™ ulegto
przesunigciu na 1404 cm™, pojawito sie tez pasmo 1317 cm™. Z kolei w C. vulgaris
EPS zaobserwowano pojawienie sie pasma 1621 cm™, a pasmo 1597 cm™ uleglo
przesunieciu na 1574 cm™ (podobnie jak w przypadku kadmu), pasmo 1416 cm

zmienito maksimum absorbancji na 1398 cm™ i wyraznie wzrosta jego intensywnosé,

osiagajac najwyzsza warto$é w obecnosci 100 mg L™ Pb(Il). Zaobserwowane zmiany
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wskazuja na udzial grup karboksylowych, a w przypadku Cd(Il), réwniez
hydroksylowych w oddziatywaniu EPS z jonami metali.
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4.5. Skilad chemiczny i wlasciwosci sorpcyjne miksotroficznych EPS

(P.3)

Celem badan podjetych w publikacji P.3. jest okreslenie wptywu warunkoéw
autotroficznych i miksotroficznych na produktywno$¢, sktad chemiczny oraz
wilasciwos$ci sorpeyjne EPS syntetyzowanych przez jednokomoérkowe glony P. kessleri,

C. vulgaris i V. magna.

45.1. Wstep

W zwigzku z wzrastajacym zainteresowaniem egzopolimerami wytwarzanymi
przez jednokomorkowe glony, istotne jest poszukiwanie warunkow wzrostu
przyczyniajacych si¢ do zwigkszenia ilosci syntetyzowanych EPS. Egzopolimery
syntetyzowane przez jednokomorkowe glony wykazuja potencjal do bioremediacji
srodowisk zanieczyszczonych metalami cigzkimi (Ciempiel i in., 2022). Dane
literaturowe  wskazuja, ze warunki miksotroficzne wplywaja na syntezg
zewnatrzkomorkowych polimerow (Cheirsilp i in., 2016; Li i in., 2020a). Sposrod
badanych zrodet wegla organicznego, najwyzsze ilosci EPS uzyskano w obecnosci
glukozy (Li i in., 2020b). Zesp6t Vo i in., wykazal, ze rodzaj zrodta wegla organicznego
wplywa na stezenie zewnatrzkomoérkowych cukréw i biatek w hodowli C. vulgaris (Vo
i in., 2020). Miksotroficzne warunki wzrostu wptywaja na metabolizm komorkowy,
prowadzac do zwigkszonej syntezy weglowodandéw i EPS (Li i in., 2020a). Z uwagi na
to, ze miksotrofizm wplywa na metabolizm komdrkowy, wprowadzenie organicznego
zrodla wegla w postaci glukozy moze wplywaé na sklad chemiczny i wiasciwosci
zewnatrzkomorkowych polimeréw (Babiak 1 Krzeminska, 2021).

Sorpcja metali jest procesem chemicznym zaleznym od wielu czynnikoéw takich
jak: wlasciwosci sorbentu, wartos¢ pH uktadu, czas kontaktu, temperatura 1 rodzaj
metalu (Dobrowolski i in., 2017). Poprzednie badania wykazaty potencjat sorpcyjny
EPS syntetyzowanych przez P. kessleri i C. vulgaris wzrastajacych w warunkach
autotroficznych, wobec jonéw Pb(II) i Cd(IT) (Ciempiel i in., 2022).

Niniejsza publikacja obejmuje badanie wptywu warunkow miksotroficznych na
produktywno$¢, sktad biochemiczny i wlasciwosci sorpcyjne zewnatrzkomorkowych
polimerow otrzymanych z hodowli P. kessleri, C. vulgaris i V. magna. W celu

wyjasnienia mechanizmu sorpcji metali przez miksotroficzny EPS i zbadanie jego
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potencjatu do zastosowania jako biosorbent, oddziatywanie jonow Pb(I) i EPS badano

z wykorzystaniem technik FTIR i ICP-OES.

4.5.2. Zawarto$¢ cukrow calkowitych w podlozu hodowlanym

Zmiany st¢zenia cukrow catkowitych w czasie trwania hodowli mierzono
w podtozu hodowlanym metodg fenolowo-siarkowa (DuBois i in., 1956) w celu
monitorowania wykorzystania glukozy przez komorki oraz poziomu syntezy EPS.
W hodowli autotroficznej zawarto$¢ cukrow catkowitych w podlozu hodowlanym
zwigkszata si¢ w kolejnych dniach hodowli (Ryc. 3A). Najwyzsze st¢zenie cukrow
catkowitych w hodowlach P. kessleri i V. magna stwierdzono w 14 dniu, a w przypadku
C. vulgaris w 21 dniu hodowli. Ze wzgledu na brak zewngtrznego zrodla wegla,
zawartos¢ cukréw calkowitych stwierdzona w hodowli autotroficznej wskazuje na
obecnos¢ zewnatrzkomorkowych polisacharydow (EPS) w podtozu hodowlanym.

Natomiast w hodowli mikotroficznej stezenie cukrow catkowitych w podtozu
hodowlanym po 6 h hodowli wynosito 4,7 g L%, 4,3 g L i 3,9 g L, odpowiednio dla
P. kessleri, C. vulgaris i V. magna (Ryc. 3B). W kolejnych dniach zawarto$¢ cukrow
catkowitych w podtozu hodowlanym spada, wskazujac na wykorzystanie glukozy przez
komorki glonéw, co przekltada si¢ na zwigkszony przyrost biomasy glonow
w hodowlach miksotroficznych w poréwnaniu do warunkéw autotroficznych. Wzrost
stezenia cukrow catkowitych 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 osigga maksimum w 17 dniu, a V. magna w 25 dniu hodowli.

W celu okreslenia stopnia wykorzystania glukozy przez komorki glonow,
zmierzono jej stezenie w pozywce po zakonczeniu hodowli metoda Somogyi-Nelsona.
Wyniki wykazaty zawarto$¢ glukozy w pozywce w zakresie 16-60 mg L™ (Ryc. 3C).
RézZnica miedzy stezeniem cukréw catkowitych i glukozy wskazuje na obecno$¢ EPS

W podtozu hodowlanym.

53



== P. kessleri
== C. vulgaris
k= V. magna
—— P kessleri DW
—— C.vulgaris DW
©—V. magna DW

Sucha masa [g L]

Dzien hodowli
B C
§ - 70,0
6,0 4 108
§5’0 | - 35
=40 B
s - 25 2
Z g
230 r2 o
~ IS
<
20 | 15 g
= L1 2
= [7p]
© 107 - 05
0,0 ' -0
0 4 7 11 14 17 21 25 25
Dzien hodowli Dzien hodowli

Ryc. 3. Stezenie cukrow catkowitych w podtozu hodowlanym i stezenie biomasy
komorkowej (sucha masa) P. kessleri, C. vulgaris iV. magna w warunkach
autotroficznych (A) i miksotroficznych (B) (£ SD), oraz zawarto$¢ glukozy w podtozu

pohodowlanym w ostatnim dniu hodowli miksotroficznej (C).

4.5.3. Wydajnos¢ i specyficzna produktywnos¢ EPS

Wyniki przedstawione w Tabeli 10 wskazuja, ze warunki miksotroficzne
wplywaja na zwigkszenie syntezy zewnatrzkomorkowych polimeréw przez badane
gatunki glonoéw. Najwyzsza wydajnos$é, jak tez specyficzng produktywnos¢ EPS
zarowno w warunkach autotroficznych jak i miksotroficznych stwierdzono w hodowli
C. vulgaris. Dodatek glukozy do podtoza hodowlanego spowodowat 4-krotny wzrost
ilosci rozpuszczalnego EPS produkowanego przez V. magna, niemal 10-krotny wzrost
w przypadku P. kessleri i 19-krotny w przypadku C. vulgaris.
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Tabela 10. Wydajnoéé [mg L] i specyficzna produktywno$é [mg L] catkowitych
I rozpuszczalnych EPS (£ SD) syntetyzowanych w warunkach autotroficznych (A)

i miksotroficznych (M).

Catkowity EPS Rozpuszczalny EPS
Warunki Specyficzna Specyficzna
Gatunek ] Wydajnosé pecyf Wydajnosé pecy
troficzne produktywno$é¢ produktywno$é¢
[mg L™] 4 [mg L] 4
[mg g~] [mg g~]
P. kessleri A 18,0 +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+ 54
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. Sklad biochemiczny

W celu okreslenia wplywu glukozy na zawarto$¢ cukrow caltkowitych
i redukujacych, biatek, aminokwasow, aminocukrow, kwasow uronowych i substancji
fenolowych w badanych EPS oznaczono sktad chemiczny EPS syntetyzowanych
w warunkach autotroficznych i miksotroficznych. Otrzymane wyniki (Tabela 11)
wskazuja, ze EPS syntetyzowany w warunkach miksotroficznych charakteryzuje si¢
wyzsza zawarto$cig cukréw catkowitych i redukujacych niz EPS syntetyzowane przez
komorki glonow wzrastajace w warunkach autotroficznych. Ilos¢ cukréw catkowitych
w EPS syntetyzowanych przez P. kessleri i V. magna w warunkach miksotroficznych
jest wyzsza odpowiednio o0 52% i 49% w porownaniu do ich zawartosci EPS
wyizolowanych z hodowli prowadzonych w warunkach autotroficznych. W przypadku
EPS syntetyzowanego przez komoérki C. wvulgaris wzrost zawartosci cukrow
catkowitych w probkach miksotroficznych wynosi 23%. Z kolei wzrost zawarto$ci
cukrow redukujgcych w EPS otrzymanych z hodowli miksotroficznych wynosi
odpowiednio 62%, 47% i 44% dla C. vulgaris, P. kessleri i V. magna. W warunkach
miksotroficznych wzrasta réwniez zawarto$¢ biatek: 0 69% (P. kessleri), 65% (C.
vulgaris) i 43% (V. magna) oraz aminokwasow o 17% (C. vulgaris) i 73% (V. magna)
w porownaniu do zawartosci tych zwigzkow w EPS syntetyzowanym w warunkach
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autotroficznych. Otrzymane wyniki wskazuja na wzrost zawartosCi aminokwasow
w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris i V. magna w warunkach miksotroficznych
w porownaniu do warunkow autotroficznych. Natomiast w przypadku P. kessleri
wyzszg zawartos¢ aminokwasow stwierdzono w EPS syntetyzowanym w warunkach
autotroficznych. EPS syntetyzowany przez V. magna w warunkach miksotroficznych
charakteryzuje si¢ wyzsza zawarto$cig zarbwno aminokwasow, jak tez aminocukrow
w porownaniu z EPS syntetyzowanym w warunkach autotroficznych. Dodatek glukozy
do pozywki prowadzi rowniez do zwiekszenia stezenia substancji fenolowych w EPS
syntetyzowanych w warunkach miksotroficznych. Najwyzsza zawarto$¢ substancji
fenolowych stwierdzono w EPS z V. magna (5,4%) oraz w EPS z P. kessleri (4,9%)
syntetyzowanych w warunkach miksotroficznych. Stezenie kwasoéw uronowych byto
wyzsze w EPS syntetyzowanych w warunkach autotroficznych w stosunku do EPS
wyizolowanych z hodowli miksotroficznych. Zawarto$¢ kwaséw uronowych miescita
si¢ W zakresie 13,4-15,4%, przy czym najwyzsza ilos¢ stwierdzono w EPS
produkowanym przez V. magna w warunkach autotroficznych.

Miksotroficzne warunki wzrostu wptynely rowniez na sktad monosacharydow
w badanych EPS. Na podstawie analizy wynikow chromatografii cienkowarstwowej
stwierdzono obecno$¢ ramnozy, ksylozy, mannozy i galaktozy w EPS syntetyzowanych
zardbwno w warunkach autotroficznych, jaki i miksotroficznych. Fruktoza wystepuje we
wszystkich EPS, oprocz produkowanego przez V. magna w warunkach autotroficznych.
Natomiast podstawowa roznicg jest pojawienie si¢ glukozy we wszystkich EPS

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

i miksotroficznych. Litery w indeksie gérnym oznaczajg istotno$¢ statystyczng przedstawionych wynikoéw, analizowanych za pomocg testu

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

s « Warunki  Cukry Biatka Substancje Cukry Kwasy Aminocukry  Aminokwasy
atune
troficzne  catkowite fenolowe redukujace uronowe

A 41,9 + 3,22 0,5+0,012 2,5+0,22 15,9 + 1,32 13,9 + 1,62P 0,3+0,012 3,8 £0,32
P. kessleri

M 86,5 + 1,4° 1,6 + 0,149 4.9 +0,4° 41,5+ 1,1¢ 13,4 + 0,52 0,4 +0,02° 2,8 40,32

A 71,8 +2.4° 0,4 +0,012P 1,6 +£0,4° 18,6 + 2,82 14,6 + 0,7°¢ 0,3 + 0,002 3,4+ 0,32
C. vulgaris

M 90,6 + 1,1¢ 1,2 +0,05° 2,5+ 0,22 36,6 + 1,4° 13,5 + 0,5%P 0,4 +0,02° 4,1 +0,22

A 36,9 + 1,22 0,3 +0,03° 2,1 +0,12P 17,0 + 0,72 15,4 +0,1° 0,2+0,01° 2,4+0,12
V. magna

M 72,4 +4,9° 0,5 + 0,042 5,4 +0,3¢ 30,7 +1,5° 13,4 + 0,52 0,9 + 0,02¢ 8,9+0,3°

* po hydrolizie 4 M TFA
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Tabela 12. Sktad monosacharydow w EPS syntetyzowanych przez C. vulgaris, P.
kessleri i V. magnaw autotroficznych (A) i miksotroficznych (M) warunkach.

Warunki Sktad monosacharydow
Gatunek ]
troficzne
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.

455. Poréwnanie widm FTIR EPS syntetyzowanych w warunkach

autotroficznych i miksotroficznych

W celu zobrazowania zmian w strukturze EPS wytwarzanych w warunkach
autotroficznych 1 miksotroficznych zastosowano technik¢ FTIR, a wyniki
przedstawiono na Ryc. 4. Analiza uzyskanych widm wykazata obecno$¢ pasm 3300 cm™,
2933 cm?, 1601 cm?, 1419 cm™?, 1244 cm™ i 1022 cm™ w EPS wszystkich badanych
gatunkéw. Ponadto w PKA obecne s3 rowniez pasma 874 cm™ i 856 cm™, ktore nie
pojawiaja si¢ W przypadku PkM. EPS syntetyzowane w warunkach miksotroficznych
charakteryzuja sie wigkszym zréznicowaniem pasm w regionie 1750-1000 cm?,
W poréwnaniu z probkami wyizolowanymi z hodowli autotroficznych. W widmach
PkM, CvM, i VmM pojawiaja si¢ pasma 1730 cm™, 1544 cm™, 1456 cm™ 1371 cm™,
1065 cm, a takze wzrasta intensywno$¢ pasma 1136 cm™ w PkM i CvM. Stwierdzono
rowniez, ze warunki miksotroficzne nie wptywaja (lub wplywaja w minimalnym

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

58



0,3 1 CVA - 0,3
0254 —PkA - 0,25
[ —VmA ©
g‘ 0,2 1 - 0,2 g‘
[so} o
20,15 - w - 0,15 2
2 S 2
£ 017 % 01
0,05 - - 0,05
0 T T T i = T T T > 0
3502 3201 2900 2600 1743 1545 1346 1147 949 750
Liczba falowa,cm-? Liczba falowa,cm?
C D
'_\
013 ........... CVM % r 0,3
0254 PkM N i - 0,25 .
s VmM = ,’yl"- r—
S 02 & SN 02 2
s ' U'L “5, I
£0,15 - R > ;;;'f § - 015 S
o L RE i P w =
D N (&2 BN SN T =
3 01 A S 5 AR ggg K - 01 38
< PO D /fr”'\ Na R~ <
0,05 A AN -~ / \ Iy - 0,05
0 T T &T\%«“}”’l //‘V\‘J\j T N 0
3502 3201 2900 2600 1743 1545 1346 1147 750
Liczba falowa,cm Liczba falowa, cm-1

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™ (A, C) i 750-1750
cm? (B, D).

4.5.6. Sorpcja olowiu

Egzopolimery uzyskane z hodowli miksotroficznych P. kessleri, C. vulgaris i V.
magna z badano pod katem wlasciwosci sorpcyjnych w zaleznosci od pH uktadu (pH 4,
51 6) i czasu kontaktu (5 min, 30 min i 60 min), czyli oddziatywania adsorbatu (Pb(Il))
z biosorbentem (EPS). Uzyskane wyniki wskazuja, ze proces sorpcji otowiu przez EPS
z P. kessleri i C. vulgaris przebiega najefektywniej w ciggu pierwszych 5 minut (Tabela
13, Ryc. 5). Po tym czasie w przypadku EPS z C. vulgaris obserwowana jest desorpcja,
szczegdlnie w pH 4. Tlo§¢ jonéw Pb(II) zaadsorbowanych przez EPS z P. kessleri
utrzymuje si¢ podobnym poziomie niezaleznie od czasu oddziatywania. Natomiast
w przypadku EPS z V. magna obserwowany jest dalszy wzrost ilosci zaadsorbowanych

jonow otowiu.

59



Analiza wptywu pH na przebieg procesu sorpcji jonéw otowiu przez EPS
syntetyzowany przez P. kessleri, C. vulgaris i V. magna w warunkach miksotroficznych
wykazata, ze najwyzsza ilo$é jonow otowiu (50% i 370 mg g?) zostala usunieta
z roztworu o pH 5 przez EPS wyizolowany z hodowli C. vulgaris juz po 5 minutach
(Ryc. 5, Tabela 13). W pH 6 wydajnos¢ proceséw Sorpcji jest zblizona, a rdznice
zmniejszaja wraz z wydtuzeniem czasu kontaktu. EPS P. kessleri po osiggnigciu stanu
roOwnowagi utrzymuje staly poziom wysycenia jonami Pb(Il), a najwyzsza efektywnos¢
wykazuje w pH 6 (233-243 mg g*1). Z kolei EPS syntetyzowany przez V. magna
wykazuje stabsze wlasciwosci sorpcyjne w poréwnaniu z EPS syntetyzowanymi przez
P. kessleri i C. vulgaris. Najwyzsza ilos¢ jonow Pb(Il) usuni¢tych z roztworu
wynoszaca 122,3 mg g zarejestrowano przy pH 6, podczas gdy potencjal usuwania
wynosit 18,6%. W zwiazku z tym, Zze pojemnos$¢ sorpcyjna EPS z V. magna osiaga
maksimum w 60 minucie, moze to sugerowaé, ze wydtuzenie czasu kontaktu moze

wplyna¢ na zwigkszenie ilosci wychwytywanych jonow Pb(II).

Tabela 13. Potencjal usuwania jonow Pb(II) przez miksotroficzny EPS syntetyzowany
przez C. vulgaris (CvM), P. kessleri (PkM) i V. magna (VmM). Litery w indeksie
gérnym oznaczaja istotnos$¢ statystycznag przedstawionych wynikdéw, opracowang przy

uzyciu ANOVA testu Tukey’a (p < 0,05) (EPS =1 mg mL™; n=3; +SD).

RP [%] Czas kontaktu
5 min 30 min 60 min

pH 4 17,18 +0,11¢ 7,75+ 1,32 6,48 + 0,43°
CvM pH 5 50,38 + 1,432 45,76 + 0,822P 42,55 +0,43°

pH 6 50,23 + 4,292 47,43 + 11,1125 48,70 + 0,532

pH 4 14,10 + 1,36" 12,39 +2,78° 14,77 + 2,49°
PkM pH 5 5,22 + 2,942 3,94 + 1,232 5,98 + 0,272

pH 6 35,85 +2,07° 37,34+ 1,57° 35,92 + 0,44°

pH 4 6,63 2,752 3,76 + 1,782 13,05 + 0,69°¢
VmM pH 5 12,77 + 4,155¢ 6,64 + 1,742 8,54 + 0,140

pH 6 7,31 +£2,13%P 4,90 + 0,56° 18,61 + 2,16¢
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Ryc. 5. Kinetyka sorpcji Pb(ll) 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 ilosci Pb(Il) po 5 min przez EPS

poszczegolnych gatunkow jednokomorkowych glonow.

4.5.7. Analiza grup funkcyjnych EPS (FTIR)

W celu uzyskania szczegdtowych informacji dotyczacych oddziatywania jonow
otowiu z miksotroficznymi EPS, przeprowadzono analize widm FTIR CvM, PkM
iVmM w pH 4, 5 i 6. Zmierzono takze warto$¢ pH wodnych roztworéw kontrolnych
probek EPS. Kontrolg stanowi EPS syntetyzowany w warunkach miksotroficznych nie
poddawany modyfikacjom pH. Wyniki przedstawione w Tabeli 14 wskazuja, ze wodne
roztwory badanych EPS roznity si¢ pod wzgledem wartosci pH (przed modyfikacja).
PkM i VmM majg charakter lekko kwasowy, natomiast CvM jest alkalicznym
polisacharydem o pH 9,2.

Najwigksze roznice w widmie FTIR po modyfikacji pH zaobserwowano
w zakresie 1750-1200 cm™ (Ryc. 6). We wszystkich badanych probkach warto$é pH
wptywata na pasma grup karboksylowych przy 1604-1641 cm™ i 1406-1419 cm™, co
przedstawiono w Tabeli 15. Zaobserwowano, ze pasmo przy ok. 1604 cm™ przesuneto
si¢ w kierunku dalszych liczb falowych wraz ze spadkiem warto$ci pH uktadu. Pasmo

1408 cm? w CvM i PkM oraz 1412 cm? w VmM zostato przesuniete W pH 6 do
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odpowiednio 1412 cm™, 1417 cm™ i 1419 cm™. Wraz ze spadkiem wartosci pH pasma
te przesuwaly si¢ w kierunku nizszych liczb falowych i obserwowano zmniejszenie ich
intensywnoséci. Dodatkowo zwiekszyla si¢ intensywnos¢ pasma 1730 cm? we
wszystkich prébkach w pH 4. Zaobserwowano rowniez Wzrost intensywnosci pasma
3300 cm™ w PkM po modyfikacji wartosci pH wodnego roztworu EPS. Pasma ok. 1540
cm?, 1375 cm?® i 1240 cm? obserwowano zardéwno w probie kontrolnej (EPS

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

Tabela 14. Wartos$¢ pH roztworow wodnych EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C.

vulgaris i V. magna, Ceps = 100 mg L™,

EPS PkM CvM VmM

pH 5,8+ 0,02 9,2+ 0,05 6,3+ 0,01

Po sorpcji jonow Pb(II) we wszystkich analizowanych EPS zanikto pasmo 1730
cm®. Widma absorpcji CvM-Pb(ll) wykazaly wzrost intensywnoéci pasm w zakresie
1650-1200 cm'!; natomiast zanikto pasmo 1367 cm™. Jak pokazano w Tabeli 15, pasma
grup karboksylowych przesunety sie do 1630 cm™ i ok. 1400 cm™ odpowiednio we
wszystkich badanych probkach, wzgledem proby kontrolnej. Pasmo ok. 1540 cm
obserwowane w kontrolnym EPS przesuneto sie na 1585 cm™ w VmM. Intensywno$é
pasma 1240 cm™ w obecnosci Pb(Il) wzrosta w poréwnaniu z EPS o zmodyfikowanym
pH. Dodatkowo szerokie pasmo na ok. 3300 cm™ przesuneto si¢ do 3277 cm™ i stato sie
nieco ostrzejsze. Jego intensywnos¢ wzrosta w porownaniu z CvM 0 zmodyfikowanym
pH. W przypadku PkM i VMM roznice w pasmie 3277 cm™ nie byty tak wyrazne jak
w przypadku CvM. PkM i VmM wykazywaty wzrost intensywnosci pasm przy 2924 cm™,
2850 cm™ i 1730 cm™. W PkM po sorpcji Pb(ll) zaobserwowano pasmo 1329 cm*
wpH 4 i 5. Podobne, chociaz stabsze pasmo obserwowano w VmM. Ponadto
zaobserwowano ostre pasmo przy 680 cm™ w CvM-Pb(I1) 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*
(A, C, E) i 1750-1180 cm™ (B, D, F). Probki miksotroficzne (kontrola) — czarna
przerywana linia; EPS o zmodyfikowanym pH — linia przerywana, EPS
0 zmodyfikowanym pH po sorpcji Pb(ll) — linia ciaggta; pH 4 (niebieski), pH 5
(czerwony), pH 6 (zielony).
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Tabela 15. Liczby falowe (cm™) pasm grup COO~ w miksotroficznych EPS (kontrola),
po modyfikacji pH i w obecnosci Pb(Il) (Ceoaiy = 100 mg L?). Zielona strzatka —

przesuni¢cie w kierunku fal dalszych; czerwona strzatka — przesunigcie w kierunku fal

blizszych.

Probka  Kontrola pH 6 pH 5 pH 4 pH 6 + pH S5+ pH 4 +
Pb(Il) Pb(Il) Pb(Il)

CvM 1408 1412 1408 1406 > ]i398 1400 1404

PkM 1408 1417 . 1412 1412 1398 1406 1400

VmM 1412 1419 ' 1419 1412 1400 1400 1400

CvM 1604 1618 16087 1631 1630 1630 1630

PkM 1608 1608 1624 1641 1631 1630 1630
VmM 1604 1604 1639 16%9 1630 1630 1626‘

4.6. Wlasciwosci flokulacyjne EPS
4.6.1. Aktywnos$é¢ autoflokulacyjna EPS syntetyzowanego przez P. kessleri

Wstepng ocene wilasciwosci flokulacyjnych EPS syntetyzowanych przez P.
kessleri przeprowadzono z zastosowaniem testu autoflokulacji. Wyniki przedstawione
na Ryc. 7 wskazuja, ze najwyzsza aktywnos¢ autoflokulacyjng — 84,8% po 120 min
i 94,3% po 240 min wykazuje hodowla prowadzona na pozywce zawierajacej 1,5 g L™
azotanu sodu. W hodowli prowadzonej na podtozu zawierajacym 0,375 g L™ (25% N)
NaNOs3, aktywnos¢ autoflokulacyjna po 120 minutach wynosita 41%, natomiast po 240
min warto§¢ ta wzrosta do 76%. Aktywno$¢ autoflokulacyjna w hodowli
niezawierajacej zrodta azotu wynosita 39-40%, a czas kontaktu nie wplywal na
uzyskane wyniki. Zawarto$¢ EPS w probkach wynosita 3,68 mg L™ (0% N), 2,83 mg L™
(25% N) i 5,25 mg L (100% N). Otrzymane wyniki wskazuja, ze zarowno czas

kontaktu jak i stezenie EPS pelnig istotng rolg¢ w procesie autoflokulacji.
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Ryc 7. Aktywno$¢ autoflokulacyjna hodowli P. kessleri wzrastajacej na podtozu
0 zmiennej zawarto$ci azotanu sodu w podtozu (A). Test autoflokulacji hodowli P.
kessleri (B).

4.6.2. Wplyw pH na aktywnos$¢ flokulacyjng EPS z P. kessleri

Nastgpnie  przeprowadzono pomiary aktywnosci flokulacyjnej EPS
syntetyzowanych przez P. kessleri za pomocag metody spektrofotometrycznej
z kaolinem. Analizowane warianty obejmowaty cztery stezenia EPS (11 mg L, 5,5 mg
L?, 2,75 mg LY, 1,1 mg LY oraz trzy wartosci pH zawiesiny kaolinu (pH 4,8, 7,7
i 11,5).

Whyniki przedstawione na Ryc. 8 wskazujg, ze aktywno$¢ flokulacyjna EPS
syntetyzowanego przez P. Kkessleri wzrasta wraz ze spadkiem stezenia EPS
w srodowisku obojetnym i zasadowym. Najwyzsza aktywnos$¢ flokulacyjng stwierdzono
w ukladzie zawierajacym EPS w stezeniu 1,1 mg L™, a uzyskane wartosci wynosity
odpowiednio 23,7% w pH 7,3 i 12% w pH 11,5. Natomiast w pH kwas$nym, aktywno$¢

flokulacyjng wynoszaca 4,7% stwierdzono po zastosowaniu EPS w stezeniu 11 mg L.
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Aktywnos¢ flokulacyjna [%]
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Stezenie EPS [mg L]

Ryc. 8. Aktywnos¢ flokulacyjna EPS z P. kessleri w zaleznosci od stezenia EPS
i warto$ci pH uktadu.

Zbadano rowniez wptyw wartosci pH na zmiany m¢tnosci ukladu za pomoca
turbidymetru, stosujgc takie same warunki przebiegu procesu. Stezenie EPS w probcee
wynosito 5,5 mg L. Wyniki przedstawione na Ryc. 9 wskazuja, ze w pH 4,7 1 7,3
dodatek EPS syntetyzowanego przez P. kessleri zwigksza szybkos¢ opadania czgstek
statych odpowiednio o 11,6% 1 16,7% po 5 minutach. Natomiast pH 11,5 nie wplywa na
tempo klaryfikacji uktadu. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, iz modyfikacja pH
uktadu zawierajacego sam kaolin, réowniez prowadzi do zwigkszenia szybkoSci
opadania czastek kaolinu (Ryc. 9D). Pierwsze 5 minut oddziatywania EPS z kaolinem
jest to czas, w ktorym zachodzg najbardziej dynamiczne zmiany W uktadzie. Jednak
dopiero po 10 minutach dynamika zmian zmniejsza si¢ na tyle, ze wplyw wartosci pH

uktadu przestaje by¢ zauwazalny.
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Ryc. 9. Wplyw dodatku EPS P. kessleri na metnos¢ zawiesiny kaolinu [% NTU]
zawierajacej CaClo w pH 4,7 (A), 7,3 (B) i 11,5 (C). PK — kaolin + CaCly; PB — kaolin
+ CaCl, + EPS P. kessleri (Ceps = 5,5 mg LY). (D) Wptyw wartosci pH na zmiany

metnosci zawiesiny kaolinu (PK).

4.6.3. Potencjal EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C. vulgaris i V. magna do

tworzenia agregatow czastek stalych

Nastepnie przeprowadzono analize¢ zdolno$ci badanych EPS do tworzenia
agregatow czastek statych przy udziale kaolinu. W tym celu wykonano pomiar me¢tnosci
zawiesiny kaolinu po dodaniu EPS wyizolowanych z hodowli P. kessleri, C. vulgaris
iV. magna. Okreslono takze wptyw dodatku CaCl w badanych uktadach. Po
zakonczeniu pomiarOw metnosci okreslono rowniez wielko$¢ powstatych agregatow
przy uzyciu analizatora CPS.

Wyniki przedstawione na Ryc. 10A, C, E wskazujg, ze dodatek EPS prowadzi
do destabilizacji zawiesiny kaolinu. EPS syntetyzowane przez C. vulgaris i V. magna sa
efektywne juz w stezeniu 50 mg L1, a zwickszenie stezenia EPS do 100 mg L2, nie
prowadzi do uzyskania lepszych rezultatow. Dodatek CaCl> zwigksza wilasciwosci
flokulacyjne EPS z P. kessleri i EPS z C. vulgaris, natomiast wykazuje dziatanie
stabilizujagce po zastosowaniu razem z EPS z V. magna. Zwigkszenie wielkoS$ci
agregatow z 0,23 um do 0,31 pm zaobserwowano pod wplywem dodatku EPS z P.
kessleri (Ryc. 10B, Tabela 16). Agregaty powstate po dodaniu EPS z C. vulgaris i EPS

z V. magna wykraczaly poza zakres pomiaru analizatora CPS i1 byly obserwowane
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makroskopowo, co zostalo przedstawione na Ryc. 11. Zaobserwowano natomiast
wzrost liczby czastek o mniejszej Srednicy w uktadzie z dodatkiem EPS C. vulgaris i V.
magna w porownaniu do proby kontrolnej (kaolin) (Ryc. 10, Tabela 16). Wprowadzenie
chlorku wapnia do uktadu zawierajgcego EPS z V. magna spowodowato pojawienie si¢
na widmie dwoch maksimow, z ktérych jedno wskazuje frakcje czastek o mniejszej
srednicy niz kaolin, a drugie (o nizszej intensywnos$ci) frakcje czastek o wickszej

srednicy, co wskazuje na tworzenie si¢ agregatow.
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Ryc. 10. Pomiar metnosci w czasie zmierzony za pomocg turbidymetru (A, C, F)
I pomiar wielkosci czastek przy uzyciu 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* EPS; EPS 100
—100 mg L EPS.
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Ryc. 11. Obserwacje makroskopowe: agregacja czastek kaolinu (A) oraz kaolinu po
dodaniu 50 mg L™ EPS z C. vulgaris (B), 50 mg L™ EPS z C. vulgaris + 50 mg L*
CaCl; (C) oraz 100 mg L™* EPS z C. vulgaris (D).

Tabela 16. Srednica agregatow/czastek [um] kaolinu, kaolinu z dodatkiem EPS, oraz
50 mg mL* CaCl,. EPS 50 — 50 mg L EPS; EPS 100 — 100 mg L™ 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 +

0,3094 0,1551 0,2054; 0,3416
CaCl
Kaolin + EPS 100  0,3091 0,1557; 0,2292 0,1931
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5. Dyskusja

Zewnatrzkomoérkowe polimery syntetyzowane sg przez rézne grupy organizmow
(bakterie, grzyby, glony a takze rosliny wyzsze). Dzigki ich podstawowej funkcji, jaka
jest ochrona wytwarzajacych je komoérek przed dziataniem niekorzystnych warunkow
srodowiska, EPS syntetyzowane przez jednokomorkowe glony stanowig interesujgcy
obiekt badawczy (Pierre i in., 2019). Obecnie podstawowym zrédlem polimerow
zewnatrzkomérkowych stosowanych komercyjnie sg te produkowane przez bakterie
i makroglony  (wodorosty). Jednak zwickszajagca si¢  produkcja  biomasy
jednokomoérkowych glondéw sktania naukowcow do doktadniejszego badania substancji
wydzielanych do podtoza hodowlanego, w tym wilasnie EPS, ktére charakteryzuja si¢
wieloma cennymi wlasciwos$ciami, oraz mozliwosci ich wykorzystania. Wsrdd
najwazniejszych 1 najczgsciej badanych wlasciwosci EPS wymieni¢ nalezy potencjat
sorpcyjny, flokulacyjny i konsystencjotworczy (zelowanie i emulsyfikacja) (Xiao
I Zheng, 2016). Najwazniejszymi wilasciwosciami zewnatrzkomorkowych polimerow
jest ich naturalne pochodzenie, biodegradowalnos¢ 1 nietoksycznos¢ (Babiak
i Krzeminska, 2021).

Pomimo wielu cennych  wlasciwosci, EPS  syntetyzowane przez
jednokomoérkowe glony nie sg stosowane komercyjnie, poza nielicznymi wyjatkami.
Glowng przyczyng jest niska produktywnos$¢ EPS, dlatego w niniejszej pracy podjeto
badania majace na celu zbadanie wptywu czynnikow: zrodta i stgzenia azotu, natezenia
Swiatta oraz wplywu zrodla wegla na wydajnos¢ 1 specyficzng produktywnosé
wytwarzanego EPS.

Badania rozpoczeto od przegladu literaturowego, ktory dostarczyt informacji
dotyczacych gatunkéw jednokomorkowych glonéw syntetyzujacych EPS, a takze
wplywu czynnikéw abiotycznych, takich jak m. in. Zrodto 1 dostgpno$¢ azotu, wegla,
oraz natezenia $§wiatta 1 systemu o$wietlenia na syntez¢ EPS przez jednokomorkowe
glony, ich sktad chemiczny i wilasciwosci flokulacyjne. Na podstawie informacji
zebranych w P.1. dokonano wyboru czynnikow badanych w ramach niniejszej pracy

oraz wybrano gatunki przeznaczone do badan.
Zrédlo i stezenie azotu

Nastepnie wybrane gatunki hodowano na pozywce zawierajacej nastepujace

zrodla azotu: azotan sodu, azotan amonu, siarczan amonu i mocznik. Zastosowane
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stezenia azotanu amonu i siarczanu amonu okazaty si¢ toksyczne dla C. vulgaris i P.
kessleri, prowadzac do zahamowania namnazania si¢ komoérek. Mozliwg przyczyna,
byto obnizenie pH podioza hodowlanego do wartosci ponizej 5 (Kong i in., 2011).
Podobne obserwacje podczas hodowli Tetraselmis sp. opisat zespéot Kin i in. (2016).
Badacze wykazali, ze amonowe formy azotu wplywaja niekorzystnie na wzrost
zielenicy (Tetraselmis sp.), prowadzac do zahamowania namnazania komorek,
w porownaniu z hodowlg prowadzong na podtozu niezawierajacym zrodia azotu, oraz
zawierajgcg formy azotanowe i organiczne zrodta azotu (Kim i in., 2016). Natomiast V.
magna podczas wzrostu na podlozu zawierajagcym azotan amonu wykazywata
najwyzszy przyrost biomasy, pomimo ze warto§¢ pH podloza spadta do 5,7. Jednak
wydajnos¢ 1 specyficzna produktywnos¢ catkowitego i rozpuszczalnego EPS w hodowli
V. magna prowadzonej z dodatkiem azotanu amonu byla najnizsza sposrod badanych
gatunkow glonéw. Mocznik jest organicznym zwigzkiem, ktory jest hydrolizowany
przez ureazg lub amyloidaze mocznikowa do dwodch czasteczek NH4" i jednej CO-
(Guzman-Murillo i in., 2007). Jednak w przeciwienstwie do amonowych form azotu,
mocznik nie obniza pH podtoza hodowlanego, a nawet nieznacznie je podnosi (Kong
i in., 2011). Natomiast produktywno$¢ catkowitego EPS w obecnosci mocznika jest
znacznie nizsza niz na podtozu zawierajagcym azotan sodu. W obecnosci NaNO3z wyzsza
jest tez zarowno wydajnos$¢, jak i1 specyficzna produktywnos$¢ EPS, dlatego zwigzek ten
zostat wybrany jako Zrédto azotu do dalszych badan.

Azot jest istotnym makroelementem, ktorego brak w podtozu hodowlanym
prowadzi do znacznego ograniczenia namnazania komorek, a co za tym idzie —
przyrostu biomasy. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze brak Zrodta azotu
stymuluje komorki glonow do zwigkszonej syntezy EPS. Jednak z uwagi na niskie
stezenie biomasy (0,1 g L™t w przypadku P. kessleri, 0,2 g L C. vulgaris oraz 0,5g L™
w przypadku V. magna), pozytywny wpltyw braku zrodta azotu na specyficzng
produktywnos$¢ EPS nie przektada si¢ na wzrost wydajnosci tego procesu.

Wydajnos¢ catkowitego EPS  syntetyzowanego przez badane gatunki
jednokomorkowych glonéw na podtozu zawierajacym 1,5 g L't NaNOsz miescita sie
w zakresie 26-31 mg L?, oraz 18-22,2 mg g*. Pod wzgledem wydajnosci, byly to
najwyzsze uzyskane w tym doswiadczeniu wartosci. Jednak najwyzsze wartosci
specyficznej produktywnosci catkowitego EPS uzyskano w hodowlach prowadzonych
na podtozu niezawierajacym zrodlta azotu. W hodowli C. vulgaris prowadzonej

w warunkach braku zroédta azotu iloéé otrzymanego EPS (g L?) jest rowniez wysoka
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i wynosi 25,5 mg L. Biorac pod uwage specyficzng produktywnoéé catkowitego EPS
(Tabela 7), mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze brak zrodta azotu stymuluje komorki
wszystkich badanych gatunkow jednokomoérkowych glonéw do syntezy EPS.
Stymulujacy wplyw braku zrodia azotu na synteze EPS zaobserwowat rowniez Staats,
po przeniesieniu hodowli Cylindrotheca klosterium (Bacillariophyceae) z pelnej
pozywki, na nowa, niezawierajacg zrodta azotu (Staats i in., 2000). Jednak z uwagi na
niskg gesto$¢ biomasy w hodowlach prowadzonych na podtozu bez azotu, rzeczywista
ilo$¢ uzyskiwanego EPS (mg) w niniejszej pracy jest stosunkowo niska, co przektada
si¢ na wydajno$¢ EPS szczegdlnie w hodowli P. kessleri. Przeciwne wyniki uzyskat
zespot Han, ktory wykazal najwyzsza wydajnos¢ syntezy EPS przez Nostoc
flagelliforme (sinica) na podlozu niezawierajacym zrodla azotu (pozostale badane
warianty: 1,51 4,5 g L NaNOs) (Han i in., 2017).

Natezenie Swiatla

Nastgpnym etapem badan bylo okre§lenie wplywu natezenia $wiatla na
efektywnos$¢ syntezy EPS przez badane gatunki glonéw. Uzyskane wyniki wskazaly, ze
wzrost nat¢zenia $wiatta wplywal pozytywnie na wydajnos¢ syntezy EPS. Dane
literaturowe dotyczace C. vulgaris i Porphyridium cruentum wskazuja, ze optymalne
natezenie $wiatla, sprzyjajace syntezie EPS miesci sic w zakresie 50-80 umol m?2 s,
Wyzsze natezenia $wiatla, w zakresie 100-650 pmol m™ s i 115-1840 pE m? s byty
jak dotad badane w hodowlach sinic, odpowiednio Cyanobacterium aponinum
i Anabaena sp. (Gris i in., 2017; Moreno i in., 1998). W warunkach wysokiego
natezenie $wiatta (350 pmol m? st) obserwowany jest wzrost gestosci biomasy, jak
réwniez wydajnosci i specyficznej produktywnosci catkowitego i rozpuszczalnego EPS.

Nastepnie okreslono wplyw nat¢zenia S$wiatla na sklad chemiczny EPS.
Uzyskane dane wskazuja, ze natezenie $wiatla wplywalo na zmiany sktadu
chemicznego EPS syntetyzowanych przez badane jednokomoérkowe glony.
Obserwowany jest wzrost zawartosci cukrow catkowitych (0 30,5%, 44,5% i 37,5%)
I redukujacych (0 31,3%, 24,8% i 43,2%) w EPS wyizolowanych z hodowli
odpowiednio P. kessleri, C. vulgaris i V. magna prowadzonych w warunkach
wysokiego natezenia §wiatta w poréwnaniu do hodowli prowadzonych w warunkach
niskiego natgzenia S$wiatla. Wzrasta rowniez zawarto$¢ biatka 1 aminokwasow
(w przypadku C. vulgaris i P. kessleri) w probkach pozyskanych z hodowli

prowadzonych w warunkach wysokiego natgzenia $wiatla w poréwnaniu do EPS
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syntetyzowanych w warunkach o$wietlenia o nizszym natgzeniu. Uzyskane wyniki
potwierdzaja dane literaturowe wskazujace, ze wysokie natgzenie $wiatta prowadzi
zarowno do akumulacji biatek, jak i cukrow w EPS syntetyzowanych przez konsorcja
mikroglonowo-bakteryjne w osadzie $écieckowym (Fan i in., 2021) oraz Nostoc sp. (Ge
I in., 2014). Wraz ze wzrostem nat¢zenia $wiatla ro$nie zawarto$¢ kwaséw uronowych
w EPS z C. vulgaris i P. kessleri. Uzyskane wyniki potwierdzajg dane przedstawione
przez zespot Phélippé, ktory wykazal istotny statystycznie wptyw wysokiego natezenia
Swiatla na zawarto$¢ kwasow uronowych w sinicy Arthrospira platensis (Phélippé i in.,
2019). Natomiast EPS syntetyzowane przez V. magna wykazuja najwyzsza zawarto$¢
biatek, aminokwasow i kwasow uronowych podczas hodowli w warunkach $redniego
nat¢zenia $wiatla, a wysokie nat¢zenie S$wiatlta powoduje znaczne obnizenie ich
zawartosci. Dodatkowo zawarto$¢ kwaséw uronowych w EPS syntetyzowanych przez
wszystkie badane gatunki glondw jest na podobnym poziomie w warunkach $redniego
nat¢zenia $wiatta. Ponadto stezenie aminokwaséw w EPS V. magna nie rézni si¢
statystycznie w probkach pochodzacych z ML i HL, a w przypadku zwigzkow
fenolowych ich stgzenie jest minimalnie wyzsze w wariancie HL. Brak jest jednak
danych literaturowych opisujacych sktad chemiczny EPS syntetyzowanych przez V.
magna. Nieliczne sa réwniez doniesienia dotyczace zawartosci aminokwasoéw
i aminocukréw w EPS syntetyzowanych przez jednokomoérkowe glony, a dostepne dane
nie uwzgledniajg analizy ich zawarto$ci pod wplywem zastosowania roznych warunkow
natezenia $wiatta. Myklestad wykazal jedynie wzrost stezenia zewngtrzkomorkowych
aminokwaséw wraz z wydluzeniem czasu hodowli okrzemki Chaetoceros affinis
(Myklestad i in., 1989). Spos$rod badanych gatunkow, najwyzsza zawarto$¢
aminocukrow i zwigzkow fenolowych stwierdzono w EPS wytwarzanym przez C.

vulgaris w warunkach niskiego natezenia $wiatta (5,7 ug mg).
Sklad chemiczny EPS i wlasciwosci sorpcyjne

Nastgpny etap badan polegat na okresleniu sktadu chemicznego EPS
syntetyzowanych przez P. kessleri i C. vulgaris w warunkach autotroficznych.
Uzyskane polimery réznity si¢ pod wzgledem sktadu chemicznego. EPS syntetyzowany
przez P. kessleri charakteryzuje sie¢ wyzszg zawarto$cig cukrow catkowitych niz EPS
z C. vulgaris. Podobne wyniki dotyczace stezenia cukrow catkowitych wykazat Capek
(2020) w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris oraz Sushytskyi (2020), ktory badat

EPS P. kessleri, oba syntetyzowane w warunkach autotroficznych (Capek i in., 2020,
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Sushytskyi i in., 2020). Natomiast biatka, aminokwasy i zwigzki fenolowe wystepuja
w wigkszym stezeniu w EPS wytwarzanym przez komoérki P. kessleri. Zawartos¢
kwasow uronowych w EPS syntetyzowanych przez badane gatunki w warunkach
autotroficznych (13,4-15,4%) jest porownywalna danymi przedstawionymi przez
zespoty El-Naggar (2020) i Ogawa (1999), ktorzy stwierdzili zawartos¢ kwasow
uronowych w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris wynoszaca odpowiednio 17%
i 14% (El-Naggar i in., 2020; Ogawa i in., 1999). Z kolei stezenie kwaséw uronowych
w glonach z gatunku Dictyosphaerium badanych przez zespot Halaj (2019) wynosita od
6,0% do 14% (Halaj i in.,, 2019). Obecnos¢ kwasow uronowych jest jednym
Z kluczowych czynnikéw decydujacych o zdolnosci EPS do wigzania jondw metali
(Lombardi i in., 2005; Naveed i in., 2019). Jak zasugerowali Lombardi i in. (2005),
W proces wigzania jonow miedzi przez EPS pochodzacy ze Scenedesmus acuminatus,
zaangazowane sg przede wszystkim grupy karboksylowe kwaséw uronowych sa przede
wszystkim odpowiedzialne za wigzanie (Lombardi i in., 2005). W EPS badanych
W niniejszej pracy stwierdzono niewielka ilo$¢ aminocukréw wynoszaca 0,42 i 0,38%
odpowiednio dla EPS z P. kessleri i dla EPS z C. vulgaris. Chociaz aminocukry
wystepuja gtownie w EPS sinic i Ochrophyta (Laroche, 2022), te zwiazki wykryto takze
w EPS z Dictyosphaerium chlorelloides i D. tetrachlorum (0,8-1,6% wag.) (Halaj i in.,
2019). Analiza sktadu chemicznego EPS syntetyzowanych przez gatunki zielenic
badane w niniejszej pracy wykazata, ze profil biochemiczny EPS C. vulgaris moze
wskazywac¢ na wiekszag pojemnos¢ sorpcyjng w poréwnaniu do EPS syntetyzowanego
przez komorki P. kessleri. Swiadczy o tym wyzsza zawarto$¢ bialek (oraz wyzszy
stosunek biatka do cukru) i kwasow uronowych (Ciempiel i in., 2022).

Sktad monosacharydéw budujacych EPS zalezy od wielu czynnikow. Uzyskane
wyniki wykazujace obecno$¢ ramnozy, mannozy i galaktozy w obu badanych EPS,
a w EPS syntetyzowanym przez P. kessleri rowniez ksylozy, sg najbardziej zblizone do
tych uzyskanych przez zespot Ogawa oraz zespot Capek dla EPS syntetyzowanego
przez C. vulgaris (Capek i in., 2020; Ogawa i in., 1999).

Przeprowadzono réwniez analiz¢ sktadu pierwiastkowego badanych EPS, ktora
wykazala wyzsza zawartos¢ Ca, P i S w EPS syntetyzowanym przez C. vulgaris,
natomiast Mg, Mn i Zn wystepowaly w wigkszej ilosci w EPS pochodzacym z hodowli
P. kessleri. Pierwiastki wystgpujace w EPS pochodza z podioza hodowlanego, a ich
stezenie w EPS jest czg$ciowo skorelowane ze stezeniem tych pierwiastkéw w podiozu

hodowlanym (Jiao i in., 2010). Wysoka zawarto$¢ siarki moze $wiadczy¢ o obecnosci
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grup siarczanowych w EPS syntetyzowanych przez P. kessleri i C. vulgaris (El-Naggar
I in., 2020). Ponadto wykazano, ze jony Ca i Mg moga bra¢ udziat w oddziatywaniach
mi¢dzyczasteczkowych wskazujgc na wiasciwos$ci sieciujgce badanych EPS oraz ich
udziat w stabilizacji agregatoéw (More i in., 2014; Xiao i Zheng, 2016).

Analiza zdolnosci badanych EPS do adsorbowania jonéw kadmu i otowiu
z roztwordw wodnych wykazata, ze EPS P. kessleri jest skuteczniejszy w obecnosSci
nizszych stezen Pb(II). Natomiast wydajnos¢ procesu sorpcji jonow otowiu przez EPS
z C. vulgaris zwiegksza si¢ znaczgco w Srodowisku o wyzszej zawartosci Pb(II). Spadek
efektywnos$ci wigzania jondw olowiu wraz ze wzrostem jego stezenia w roztworze
zaobserwowano réwniez w doswiadczeniu z wykorzystaniem egzopolimeru
syntetyzowanego przez Phanerochaete chrysosporium (Li i in., 2020c) co moze
$wiadczy¢ o wysyceniu miejsc sorpcyjnych. Potencjal obu badanych EPS do usuwania
jonéw kadmu jest zblizony. Réwniez pojemnosé sorpcyjna EPS z P. kessleri i C.
vulgaris wobec jonow kadmu jest znacznie nizsza (max. 48.67 mg g1) niz wobec jonow
otowiu (max. 573,6 mg g*). Dane literaturowe potwierdzaja, ze jony kadmu wykazuja
nizsze powinowactwo do EPS w poréwnaniu z jonami otowiu (Dobrowolski i in., 2017,
Reddad i in., 2003). Moze to wynika¢ z faktu, iz jony otowiu charakteryzuja si¢ nizsza
energig hydratacji [Pb(II) < Cd(IT)], wskutek czego wigzanie jonéw otowiu jest dla EPS
korzystniejsze energetycznie (Ouyang i in., 2019). Ponadto, jak podaja dane
literaturowe, jony otowiu oddziatuja z EPS w takim samym stopniu, zaréwno
w uktadzie zawierajacym sam otow, jak roéwniez w uktadzie wielosktadnikowym. Kadm
z kolei jest podatny na interakcje z innymi metalami (Perez i in., 2008).

Pomiar st¢zenia pierwiastkow (innych niz Cd(II) i Pb(Il)) w filtracie po procesie
sorpcji jonow Cd(IT) i Pb(IT) wykazat, ze jony wapnia, magnezu, fosforu, siarki i cynku
przenikaja z EPS do roztworu. Zaobserwowano tez, ze w probkach kontrolnych (EPS
rozpuszczony w wodzie) stezenie badanych pierwiastkow bylo wyzsze niz w probkach
EPS po procesie sorpcji. Szczegélnie wyrazne zmniejszenie ilosci jonow Ca
uwolnionych do roztworu nastgpito w przypadku EPS P. kessleri w obecnos$ci jonow
kadmu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecno$¢ jonéw kadmu i olowiu zmniejsza
mobilno$¢ pierwiastkdw wystepujacych w strukturze EPS, szczeg6lnie wapnia. Z badan
przeprowadzonych przez Ahad i Syiem, wynika, Ze obecnos¢ jonow Ca(Il) zmniejsza
ilo$¢ zaadsorbowanych jonéw Cd(II) przez Nostoc muscorum Meg 1 z 94% do 50%.
Przytoczone badania wskazuja, ze wysokie stezenie jonOw wapnia w badanych EPS

moze odpowiada¢ za niskg pojemno$¢ sorpcyjng badanych materiatobw wobeC jonow
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kadmu (Ahad i Syiem, 2019). Ponadto Perez wykazal, ze kadm jest podatny na
oddzialywania z innymi pierwiastkami, ktore moga wplywac¢ niekorzystnie na
wydajnos¢ procesu sorpcji (Perez i in., 2008). W zwigzku z tym rowniez pozostate
pierwiastki (Mg, Mn, P, S, Zn) wystepujace w badanych EPS mogg zmniejsza¢ ilo$¢
zaadsorbowanych jonoéw kadmu. Z kolei zesp6l Zhou (2020) wykazal, ze wraz ze
wzrostem stezenia jonow Ca(Il), zwigksza si¢ tez ilo$¢ jondéw otowiu usunigtych
z roztworu (Zhou i in., 2020).

Analiza widm FTIR wykazata obecno$¢ pasm typowych dla polisacharydow.
Oproécz drgan O-H, C-H, C=0, C-O, C-O-H, C-C, charakterystyczne dla badanych EPS
s3 rowniez pasma niezestryfikowanych grup karboksylowych (okoto 1600 cm™ i 1416

cm?), a takze pasmo okoto 1248 cm™

ktére moze pochodzi¢ od drgan grup
fosforanowych badz siarczanowych (Alam i in., 2014, Fernando i in., 2017).
W obecnosci jonow Cd(II) i Pb(I1) pojawia si¢ charakterystyczne pasmo 1392-1300 cm™,
ktére moze pochodzi¢ od drgan N-O w Cd(NO3z)2 i Pb(NOz)2 (Ai i in., 2020; Trivedi
i in., 2015). Jony kadmu powoduja zmiany intensywnosci pasma grup —OH, co moze
sugerowac¢, ze jednym z mechanizméw sorpcji Cd przez EPS jest oddziatywanie
z grupami hydroksylowymi. W obecnosci jonow kadmu i otowiu (tylko w przypadku
EPS z C. vulgaris) pojawia si¢ tez pasmo 1623 cm™, ktére moze by¢é efektem protonacji
niezestryfikowanych grup karboksylowych (Li i in., 2017), badZ ich oddzialywania
z jonami kadmu. Jony metali oddziatuja z EPS za posrednictwem grup karboksylowych,
czego dowodem s3 zmiany maksimum absorbancji tych grup (Parmar i in., 2020;
Ellerbrock i Gerke, 2021). W oddziatywanie egzopolimeréw z jonami Cd(II) i Pb(II)
zaangazowane sg gtownie grupy —COO~, —COH i —OH, a takze obserwowane sg zmiany
w grupach C—H i w regionie anomerycznym (900—700 cmt) (Ciempiel i in., 2022).
Dane uzyskane w badaniach wtasciwosci sorpcyjnych EPS syntetyzowanych
w warunkach autotroficznych wskazuja, ze zdolno$¢ do wigzania jonow metali
wykazuje EPS syntetyzowany przez C. vulgaris, co jest zwigzane z wyzszg zawartoscig
biatka, aminokwasow i kwaséw uronowych. EPS zawierajace ujemnie natadowane
zwigzki, takie jak kwasy uronowe, charakteryzuja si¢ wyzsza zdolnoscia do
kompleksowania jonéw metali, i s3 uwazane za obiecujagce materialy w procesie
usuwania toksycznych metali ze srodowiska (Naveed i in., 2019; Xie i in.,2020).
Nastepnie przeprowadzono analizy wptywu warunkéw miksotroficznych na
wydajnos$¢ i specyficzng produktywnosé EPS syntetyzowanych przez P. kessleri, C.

vulgaris i V. magna oraz ich sktad chemiczny w poréwnaniu do EPS syntetyzowanego
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w warunkach autotroficznych. Zbadano takze wplyw czasu oddziatywania EPS z Pb(ll)
i warto$ci pH na sorpcje jonow otowiu przez EPS syntetyzowany w warunkach
miksotroficznych.

Dodanie glukozy do podioza hodowlanego spowodowatlo wzrost wydajnosci
syntezy catkowitego EPS przez badane gatunki glonéw. Natomiast specyficzna
produktywno$¢ EPS syntetyzowanych w warunkach mikotroficznych réwniez jest
wyzsza niz EPS uzyskanych z tych samych gatunkow w warunkach autotroficznych.
Podobne zaleznoSci zaobserwowane W odniesieniu do rozpuszczalnych EPS
potwierdzaja rowniez dane przedstawione przez zespot Cheirsilp (Chersilp i in., 2016).
llos¢ EPS syntetyzowanego przez P. kesseleri iC. vulgaris w warunkach
miksotroficznych jest porownywalna z danymi przedstawionymi przez zespot Zhang,
ktory uzyskat 364,3 mg Lt i 182,3 mg g EPS z hodowli C. vulgaris prowadzonej na
pozywce BG11 z dodatkiem glukozy (Zhang i in., 2019).

EPS syntetyzowane przez hodowle V. magna w warunkach autotroficznych
i miksotroficznych zostaly opisane po raz pierwszy w niniejszej rozprawie.
Przedstawione wyniki stanowia drugie doniesienie wskazujace na syntez¢ EPS przez
gatunki z rodzaju Vischeria. Wczesniej wykazano, ze Vischeria punctata, hodowana
w warunkach autotroficznych, syntetyzuje EPS w zakresie 194-253,7 mg g*! na
pozywce Prat (Babich i in., 2022). Dodatek glukozy do podtoza hodowlanego zwigksza
stosunek wegla do azotu, co prowadzi do intensywniejszej Syntezy EPS (Li i in.,
2020a). Jak sugeruje Staats i wspolpracownicy, nadmiar zrodta wegla wzgledem
zapotrzebowania komorek prowadzi do jego magazynowania w postaci EPS i moze by¢
wykorzystany w sytuacji niedoboru zrodta wegla (Staats i in., 2000; Costa i in., 2018).
Przedstawione wyniki wykazaty, ze miksotroficzna strategia odzywiania glonéw
zwigksza wydajnos$¢ i1 specyficzng produktywno$¢ EPS przez komorki.

Obecnos¢ wegla organicznego w pozywce miata wpltyw rowniez na sktad
chemiczny EPS. Wozrosta migdzy innymi zawarto$¢ cukrow catkowitych w EPS
otrzymanych z hodowli miksotroficznych w  poréwnaniu do polimerow
syntetyzowanych w warunkach autotroficznych przez P. kessleri i C. vulgaris (El-
Naggar i in., 2020; Capek i in., 2020). Podobne zmiany zaobserwowano w publikacji
Vo i in. (2020) opisujacej zawarto$¢ zewnatrzkomoérkowych cukroéw i biatek w podtozu
hodowlanym C. vulgaris pod wptywem obecnosci roznych zroédet wegla organicznego
(m. in. glukozy, etanolu i glicyny) w pozywce. Vo wskazuje tez, ze zmienia si¢

stosunek frakcji cukrow i biatek zwigzanych ze Sciang komoérkows i1 rozpuszczalnych

77



w podtozu hodowlanym (Vo i in., 2020). Stezenie cukrow catkowitych w EPS
syntetyzowanym przez P. kessleri odpowiada wartoSciom przedstawianym przez
zespoty Sasaki (2021) w warunkach autotroficznych i Lv (2016) w warunkach
miksotroficznych (Sasaki i in., 2021; Lv i in., 2016). Z kolei zawarto$¢ cukrow
catkowitych stwierdzona w VmMA w niniejszej pracy jest wyzsza w poréwnaniu
z wynikami przedstawionymi przez zesp6t Babich dla V. punctata wzrastajacej na
pozywce BBM-3N (Babich i in., 2022). EPS syntetyzowane przez P. kessleri, C.
vulgaris i V. magnaw warunkach miksotroficznych zawieraja wiecej bialka niz
egzopolimery z hodowli autotroficznych. Wzrost zawartosci biatka moze wynikac
z faktu, ze miksotroficzne warunki wzrostu przyczyniaja si¢ do wyzszej akumulacji
biatek w komorkach (Wan i in., 2011; Piasecka i in., 2020), co moze mie¢ wptyw na ich
zawarto$s¢ w EPS. Tlo$¢ aminokwasow w miksotroficznym EPS syntetyzowanym przez
V. magna jest 4-krotnie wyzsza niz w probkach autotroficznych. Roznice w zawartosci
aminokwaséw w EPS wytwarzanym przez P. kessleri i C. vulgaris nie byly istotne
statystycznie (p > 0,05). Dane literaturowe dotyczace zawarto$ci aminokwasow w EPS
wytwarzanym przez jednokomorkowe glony sg ograniczone i zostaty opisane jedynie
uokrzemek i Porphyridium cruentum, dla ktorych okreslono réwniez sktad
aminokwasowy (Xiao i Zheng, 2016). Zawarto$¢ aminokwaséw w EPS P. cruentum
wynosi 1-2%, co jest warto$cia nizsza niz wyniki uzyskane w niniejszej pracy (Heaney-
Kieras 1 in., 1977). Zawarto$¢ kwaséw uronowych w EPS syntetyzowanych
w warunkach autotroficznych przez badane gatunki glonéow wynosi 13,9-15,4%.
Uzyskane wyniki sg porownywalne z danymi przedstawionymi przez zespdt Ogawa,
ktory wskazuje, ze EPS syntetyzowane przez komorki C. vulgaris w warunkach
autotroficznych zawierajg 14% kwasu galakturonowego, a zespot El-Naggar wskazuje
na zawarto$¢ kwasow uronowych w EPS C. vulgaris wynoszaca 17% (EI-Naggar i in.,
2020; Ogawa i in., 1999). Natomiast Sushytskyi wskazal, ze stezenie kwasoéw
uronowych w EPS P. kessleri wynosi 1,2-3,1%, co jest znacznie nizszym wynikiem niz
uzyskany w niniejszej pracy (Sushytskyi i in., 2020). Hodowla badanych gatunkow
glonéw w warunkach miksotroficznych spowodowata zmniejszenie stezenia kwasow
uronowych w EPS o0 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 zawieraja
rowniez 2,1-2,5% (21-25 mg g?) zwigzkéow fenolowych. Natomiast Hajimahmoodi

wskazuje na zawarto$§¢ zwigzkéow fenolowych w wodnej frakcji EPS C. vulgaris
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wynoszaca 19,15 mg GAE g (GAE — ekwiwalent kwasu galusowego) (Hajimahmoodi
I in., 2010). Warunki miksotroficzne zwigkszajg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych okoto
dwukrotnie w poroOwnaniu z probkami autotroficznymi. Wzrost zawarto$ci zwigzkow
fenolowych w EPS pod wplywem miksotroficznych warunkéw wzrostu moze wptywac
pozytywnie na wlasciwosci antyoksydacyjne EPS (Abd EI-Baky i in., 2010;
Dejsungkranont i in., 2017).

Wszystkie  badane EPS zarowno z hodowli autotroficznych jak
i miksotroficznych zawieraty ramnoze, ksyloze, mannoze, galaktoze¢ oraz fruktoze,
ktorej nie stwierdzono jedynie w autotroficznym EPS syntetyzowanym przez V. magna.
Natomiast wszystkie EPS z hodowli miksotroficznych zawieraty rowniez glukoze.
Zesp6t Zhang (2019) podaje, ze dominujacym cukrem wchodzacym w sktad EPS z C.
vulgaris hodowanej w warunkach miksotroficznych jest galaktoza (45,4%) (Zhang i in.,
2019). Dane literaturowe podaja, ze EPS syntetyzowany przez C. vulgaris w warunkach
autotroficznych moze sktada¢ si¢ gtownie z: galaktozy, galaktozy i ramnozy, badz
ramnozy (Capek i in., 2020; Ferreira i in., 2020; Ogawa i in., 1999). Jak wskazuje El-
Naggar, EPS z C. vulgaris moze by¢ tez zbudowany gtéwnie z glukozy (EI-Naggar i in.,
2020). Dominujacymi monosacharydami budujacymi EPS z P. kessleri HY1, podobnie
jak w przypadku C. vulgaris, jest ramnoza i galaktoza (Sushytskyi i in., 2020).
Obecnos¢ ramnozy, mannozy, galaktozy 1 glukozy stwierdzono roéwniez w EPS
uzyskanym z C. vulgaris hodowanej w warunkach miksotroficznych (Zhang i in., 2019),
podczas gdy fruktoze i ksyloze zidentyfikowano w probkach EPS z autotroficznych
hodowli C. vulgaris (Capek i in., 2020; EI-Naggar i in., 2020). EPS produkowany przez
Parachlorella sp. BX1.5 w warunkach miksotroficznych sktadat si¢ glownie z ramnozy
(48,5%), ale zidentyfikowano rowniez glukozg, galaktoze i ksyloze (Sasaki i in., 2021).

Widma FTIR badanych EPS wykazuja obecno$é grup —~OH (3338-3278 cm™)
oraz —CH, (2937-2924 cm™) (Zhang i in, 2019). We wszystkich widmach FTIR
uzyskanych dla EPS z kultur autotroficznych (Ryc. 2A,B) wykazuja charakterystyczne
pasma przy ok. 1600 cm™ i 1419 cm™, ktére wskazuja na obecno$¢ asymetrycznych
I symetrycznych drgan rozciggajacych grup COO™ lub ich karboksymetylowych form
(Szymanska-Chargot i Zdunek, 2013; Sandula i in., 1999). W warunkach
miksotroficznych (Ryc. 2C,D) intensywno$¢ tych pasm ulega zmniejszeniu, co
przypuszczalnie moze wskazywa¢ na oddzialywania wewnatrz EPS, na przyktad
z jonami metali wystepujagcymi w EPS m. in. Ca(ll) (Tabela 3 w P.2.). Zwigkszone

oddzialywania wewnatrzczasteczkowe moga by¢ rezultatem wigkszego stezenia EPS
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wyizolowanych z hodowli miksotroficznych. Na wystgpowanie oddziatywan
wewnatrzczasteczkowych wskazuje Fleming (2010), natomiast wptyw jonow Zn(II) na
zmniejszenie intensywnosci pasm 1500-1200 cm™ w widmie pektyn zaobserwowata
Gawkowska (2018) (Fleming i in., 2010; Gawkowska i in., 2018). Zawarto$¢ kwasow
uronowych w probkach miksotroficznych i autotroficznych jest podobna. Jedynie
w przypadku VmM stezenie kwasow uronowych maleje w stosunku do VMmA.

Dodatkowo stabe pasma przy 1718 i 1724 cm

wskazuja na pojawienie si¢
zestryfikowanych grup C=0 w warunkach miksotroficznych (Kozarski i in., 2012).
Zmniejszenie intensywnosci pasm w obszarze 1200-1600 cm™ zaobserwowano takze
w EPS wytwarzanym przez Tetraselmis suecica w warunkach heterotroficznych
(z glukoza jako zrodtem wegla) (Parra-Rioftio i in., 2020). Pasmo przy 1544 cm’
prawdopodobnie pochodzi od grup karboksylowych (Zhang, Liu i Chen, 2019). Pasma
przy 1456 cm? i 1376-1371 cm? mozna przypisa¢ drganiom wigzan
weglowodorowych (Cybulska i in.,, 2016). Obecno$¢ grup siarczanowych lub
fosforanowych jest wskazywana przez pasma przy 1252-1236 cm? (Gémez-Ordéiiez
i Rupérez, 2011; Alam i in., 2014; Fernando i in., 2017). Pasma w zakresie 1149—1022
cm™! to obszar wibracyjny C—C, C—O, C—O—C i C—OH polisacharydéw i wigzan
glikozydowych (Cybulska i in., 2016). Zwiekszona intensywno$é pasma przy 1065 cm™
i 1149-1136 cm™ w CvM i PKM mozna przypisa¢ konfiguracji (1 — 3) EPS (Galichet
i in., 2001). Widmo FTIR CvM jest porownywalne z widmem uzyskanym przez Zhang
iin. (2019) dla Chlorella vulgaris UTEX 395 EPS hodowanej w tych samych
warunkach zywieniowych (BG11 + 5 g L* glukozy) (Zhang i in., 2019).

Egzopolimery syntetyzowane przez P. kessleri i C. vulgaris osiagnety poziom
wysycenia jonami olowiu w ciggu pierwszych 5 minut. Kinetyka sorpcji Pb przez
badane EPS jest zgodna z wynikami uzyskanymi przez zesp6t Ghorbaniego (2022),
ktory badat wiasciwosci sorpcyjne EPS syntetyzowanego przez Nostoc sp. (Ghorbani
I in., 2022). Tlo$¢ jondw otowiu zaadsorbowanych przez PkM w pH 5 po 30 min (28,7
mg g?) jest dziesieciokrotnie niZsza niz wartoéé uzyskana dla EPS syntetyzowanego
przez ten gatunek w warunkach autotroficznych odnotowane w poprzednim badaniu
(264,1 mg g'). Moze to wynika¢ miedzy innymi z tego, ze EPS syntetyzowane
w warunkach miksotroficznych charakteryzowaty si¢ nizszg intensywnos$cig drgan
(FTIR) w regionie 1700-1300 cm™, ktory wskazuje na obecnoéé grup funkcyjnych
biorgcych udziat w procesie sorpcji jonow metali (Ciempiel i in., 2022). Tlos¢ Pb(II)
zaadsorbowana przez EPS z V. magna nie przekraczata 20 mg g'. Z kolei
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Raungsomboon wykazal, Ze polisacharyd kapsularny z Gloeocapsa gelatinosa
adsorbuje 8,59 mg g Pb(ll) (Raungsomboon i in., 2006).

Warto$¢ pH jest kluczowym czynnikiem wptywajacym na rozpuszczalno$é
jonéw metali, jak réwniez na grupy funkcyjne biosorbentu (Wei i in., 2016).
W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze potencjat usuwania jonow Pb(Il) przez
PkM osiagnat maksymalng wartos¢ w pH 6,0 dla wszystkich badanych czaséw
oddziatywania Pb(II) z biosorbentem. Uzyskane wyniki sg zgodne z ustaleniami
przedstawionymi przez Wei i in. (2016), ktorzy oznaczyli maksymalng pojemnos¢
sorpcyjng EPS wyekstrahowanego z Klebsiella sp. J1 wobec Pb(ll) przy pH 6,0 (Wei
I in., 2016). W przypadku EPS z V. magna i EPS z C. vulgaris maksymalny potencjat
usuwania Pb(Il) po 5 minutach uzyskano przy pH 5. Natomiast po uptywie 60 min,
najwigcej jonéw otowiu usuwanych jest przy pH 6. Stwierdzono, ze pH 4 wplywa
niekorzystnie na zdolnos$ci sorpcyjne EPS z C. vulgaris wobec Pb(Il). Niska adsorpcja
w kwasnym pH jest zwigzana ze zwigkszong gestoscia tadunku dodatniego na
powierzchni, co powoduje odpychanie elektrostatyczne migdzy jonami metali
a grupami natadowanymi dodatnio (Sar1 i in, 2007). Wraz ze wzrostem wartosci pH
zmniejsza si¢ konkurencja ze strony jonow wodorowych, a ujemnie natladowane grupy
funkcyjne EPS moga adsorbowac jony metali (Wei i in., 2016). Otrzymane wyniki
wskazuja, ze EPS wytwarzany przez C. vulgaris w warunkach miksotroficznych ma
wyzszy potencjat usuwania Pb(Il) niz EPS z P. kessleri i EPS z V. magna przy trzech
badanych wartosciach pH.

Modyfikacja wartosci pH EPS otrzymanych z hodowli miksotroficznych (PkM,
CvM, VmM) do pH 6 oraz 5 w przypadku EPS z C. vulgaris nie spowodowata istotnych
zmian w widmie FTIR. Natomiast obnizenie wartosci pH do 4 spowodowato pojawienie
sie drgan C=0 w grupie -COOH przy 1730 cm™ (Ellerbrock i Gerke, 2021).
Modyfikacja pH EPS spowodowala przesunigcie pasm grup —COO~ z ok. 1604 cm?
i ok. 1410 cm™ w kierunku wiekszych liczb falowych wzgledem kontroli (Tabela 14).
To przesunigcie moze by¢ wynikiem protonowania grup karboksylowych (Li i in.,
2017) lub interakcji z kationami obecnymi w EPS (Ellerbrock i Gerke, 2021). Ponadto
zmniejszenie intensywnosci pasma grupy karboksylowej przy ok. 1410 cm™ moze by¢
wynikiem protonowania grup —COQO™, gdyz jednoczesnie wzrosta intensywno$¢ drgan —
COOH (1730 cm™) w pH 4 (Elzinga i in., 2012).

Po sorpcji Pb(Il) pasmo 1730 cm™ zaniklo, wskazujac na wymiane jonowa

mig¢dzy jonami Pb a grupami —COOH. Obecno$¢ jonéw otowiu przesuneta pasma grup
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—COO™ do 1630 cm™ i 1400 cm™® we wszystkich badanych probkach. Moze to
sugerowa¢ kompleksowanie Pb(ll) przez grupy —COO™ (Parmar i in., 2020; Ellerbrock
i Gerke, 2021). Po sorpcji Pb(11) pasmo grup —OH ulegto przesunieciu z ok. 3300 cm™
do 3277 cm™ (EPS z C. vulgaris i EPS z P. kessleri) i 3294 cm™ (EPS z V. magna).
Zmienit si¢ takze ksztalt tego pasma z szerokiego na bardziej wyostrzone.
Zaangazowanie grup hydroksylowych w oddzialywanie EPS-Pb(II) byto szczegdlnie
widoczne w EPS z C. vulgaris (Mathivanan i in., 2021). Stabe pasmo grup
karboksylowych przy 1544 cm™ obserwowane w miksotroficznym EPS (réwniez po
modyfikacji pH) zwigkszyto swoja intensywno$¢ i1 przesuneto si¢ w kierunku dalszych
liczb falowych, co sugeruje, ze odgrywaja one wazng role w procesie sorpcji Pb(ll).
Ostrei intensywne pasmo przy 680 cm™ wskazuje na drgania Pb—O—Pb (Arulmozhi
i Mythili, 2013).

C. vulgaris EPS-Pb(ll) w pH 5 i 6 oraz P. kessleri EPS-Pb(ll) w pH 6

! co odpowiadato najwickszej

wykazywaly najwyzsza intensywno$¢ pasma 1400 cm’
ilosci jonéw Pb zaadsorbowanych na EPS po 60 min (Ryc. 6A-C). Z kolei EPS z P.
kessleri i EPS z V. magna wykazywaly najnizsza sorpcje Pb(Il)w pH 5 po 60 min
i najwicksza intensywno$¢ drgan C—H w zakresie 2850—-2924 cm™ i N-O przy 1329 cm
(Trivedii in., 2015) oraz wzrost intensywnosci pasma grup —COOH (1730 cm™). Udziat
grup —COO~ (1400 cm™) w sorpcji Pb(Il) przez EPS z V. magna i EPS z P. kessleri
w pH 5 oraz EPS z C. vulgaris w pH 4 byt porownywalny i odpowiadat najmniejszej

ilosci zwigzanych jonow metali.
Wiasciwosci flokulacyjne

Aktywnos$¢ autoflokulacyjna zmierzona dla hodowli P. kessleri wzrastajacej na
podlozu zawierajagcym rézne stezenia NaNOs wykazata, ze EPS syntetyzowane przez
ten gatunek moga wykazywac¢ aktywno$¢ flokulacyjng. Stwierdzono, ze aktywnosc¢
autoflokulacyjna badanych hodowli zalezy od stezenia azotanu sodu w podtozu
hodowlanym oraz od ilosci EPS w hodowli. Najwyzsza aktywno$¢ autoflokulacyjng
zaobserwowano po 240 min w hodowli prowadzonej na podtozu zawierajacym 1,5 g Lt
NaNOs, ktora zawierata 5,25 mg L' EPS. Aktywno$¢ autoflokulacyjna hodowli P.
kessleri uzyskana w ramach niniejszej rozprawy jest znacznie wyzsza niz przedstawiona
przez Lv i in. (2016). Zespot Lv (2016) wykazal, ze aktywnos$¢ autoflokulacyjna
hodowli P. kessleri nie przekracza 20% po 180 min, co w porownaniu z Chlorococcum

sp., jest wielkoscig ponad czterokrotnie nizszga (Lv i in., 2016). Uzyskane wyniki
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poréwnano z danymi dotyczacymi innych gatunkéw. Zesp6t Chen (2020) wykazat
aktywno$¢ autoflokulacyjng hodowli Desmodesmus sp. wynoszaca ok. 85% po 2 h (120
min), natomiast po uptywie 3,5 h warto$¢ ta wzrastata do okoto 95% (Chen i in., 2020).
Jak wykazal zesp6t Alam, aktywno$¢ autoflokulacyjna C. vulgaris CNW11 wynosi
25,6%, natomiast dla szczepu C. vulgaris JSC-7 warto$¢ ta wynosi 76,3% (Alam i in.,
2014). Wykazano, ze pomimo wysokiej aktywnosci flokulacyjnej ptynu
pohodowlanego, aktywnos¢ ta zmierzona dla wyizolowanych EPS jest znacznie nizsza
(Chen i in., 2020).

Pomiar aktywnosci flokulacyjnej EPS wyizolowanego z hodowli P. kessleri
wykazat aktywno$¢ flokulacyjng wynoszaca 23,7% przy zastosowaniu stezenia EPS 1,1
mg L1 Zaréwno w pH 7,7 jak i w pH 11,5 zaobserwowano wzrost aktywnosci
flokulacyjnej wraz ze zmniejszeniem st¢zenia EPS wprowadzonego do uktadu.
Uzyskany wynik jest porownywalny z danymi przedstawionymi przez zespot
Czemierska (2017) gdzie wykazano, ze egzopolimer syntetyzowany przez Rhodococcus
rhodochrous, wykazuje najwyzsza aktywnos¢ flokulacyjng po zastosowaniu st¢zenia 2
mg L (Czemierska i in., 2017). Wykazano réowniez, Ze proces flokulacji z udziatem
EPS z P. kessleri przebiega najefektywniej w uktadzie o pH 7,7, tak jak w przypadku
EPS badanego przez Czemierska i in. (2017). Natomiast Augustine (2019)
zaobserwowat wzrost aktywnosci flokulacyjnej w pH > 9,5 w obecnos$ci soli cynku,
magnezu, glinu i zelaza. Augustine nie przeprowadzit jednak badan z zastosowaniem
chlorku wapnia (Augustine i in., 2019). Wartos¢ pH wptywa roéwniez na metnosc
zawiesiny kaolinu. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem turbidymetru wykazaty,
ze W pH 4,7 i 11,5 czastki kaolinu opadajg znacznie szybciej, co wskazuje na
destabilizacj¢ uktadu. Natomiast wptyw dodatku EPS jest widoczny jedynie w pH 4,7.
Z kolei w uktadzie o pH 7,3, opadanie czastek kaolinu przebiega wolniej,
a wprowadzenie EPS z P. kessleri wyraznie przyspiesza ten proces. Jak wykazaty
przeprowadzone analizy (Ryc. 8), odpowiednio dobrane stezenie EPS moze poprawié
skutecznos¢ procesu flokulacji, bez koniecznosci modyfikacji pH uktadu. Jest to istotne
szczegolnie w kontekscie oczyszczania wody pitnej, ktoéra powinna mie¢ pH w zakresie
6,5-9,5 okreslone rozporzadzeniem Ministra Zdrowia (Dz.U. 2017 poz. 2294).

Nastepnie przeprowadzono pomiary zmian metnosci zawiesiny kaolinu
z zastosowaniem turbidymetru, w obecnosci EPS wyizolowanych z P. kessleri,
C.vulgaris i V. magna. Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane EPS, przyspieszaja

opadanie czastek kaolinu, co potwierdza ich wtasciwosci flokulacyjne (Tian i in., 2020).
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Najwyzsza aktywnos$¢ flokulacyjng, a tym samym skuteczno$¢ usuwania czastek
kaolinu z uktadu zaobserwowano w przypadku EPS z C. vulgaris, ktory przy stezeniu
50 mg L' powoduje klaryfikacje zawiesiny juz po 2 min. Zmiany S$rednicy
czastek/agregatow zarejestrowane przy uzyciu analizatora CPS potwierdzaja
wlasciwosci flokulacyjne EPS z P. kessleri. Dodatek do uktadu EPS syntetyzowanych
przez C. wvulgaris i V. magna prowadzi do powstania agregatow widocznych
makroskopowo, a obserwowane na wykresie zmniejszenie wielko$ci czgstek moze
$wiadczy¢ o obecnosci W uktadzie bardzo matych czastek — mniejszych niz czgstki
kaolinu (Szewczuk-Karpisz i in., 2021). W przypadku uktadu z EPS z V. magna
dominuja czastki o wielkosci mniejszej niz $rednica kaolinu, ale wystgpuja rowniez
czastki o $rednicy 0,3414 um (Srednica czastek kaolinu — 0,2408 pm). Jak wynika
z analizy sktadu chemicznego, polimery otrzymane z C. vulgaris i V. magna
charakteryzuja si¢ wyzsza zawarto$cig kwaséw uronowych w poréownaniu z EPS
syntetyzowanym przez P. kessleri, co moze przeklada¢ si¢ na lepsze wlasciwosci
flokulacyjne (Lombardi i in., 2005). Nie znaleziono natomiast zalezno$ci miedzy
zawarto$cig bialek w badanych EPS, a ich aktywnoscig flokulacyjna, cho¢ razem
z kwasami uronowymi stanowig gléwny czynnik determinujagcy wlasciwosci
flokulacyjne EPS, ze wzgledu na zawarto$¢ grup karboksylowych (Badireddy i in.,
2010; Guo i in., 2017). Badireddy wykazat réwniez pozytywna korelacj¢ migdzy
zawartos$cig cukréw w EPS a ich aktywnoscia flokulacyjna (Badireddy i in., 2010).
Mozliwe zatem, ze wysoka zawarto$¢ cukrow catkowitych i redukujacych w EPS z C.
vulgaris (syntetyzowanym w warunkach autotroficznych) moze wptywaé na jego
wiasciwosci flokulacyjne. Warto rowniez zwrdci¢ uwagg na obecnos¢ w badanych EPS
jonéw wapnia i magnezu, ktore maja wihasciwosci sieciujgce (Brady i in., 2014).
Sumaryczna zawarto$¢ Ca i Mg w EPS z C. vulgaris (106,75 pg mg?) jest wyzsza niz
w EPS z P. kessleri (79,42 ng mg?). Brady (2014) wskazuje, ze jony magnezu i wapnia
obecne w EPS moga oddzialywa¢ z anionowymi grupami na powierzchni czastek
statych (w tym przypadku kaolinu), co moze wyjasnia¢ zdolno$¢ EPS z C. vulgaris do
destabilizacji zawiesiny kaolinu (Brady i in., 2014). Wtasciwosci flokulacyjne
zewnatrzkomorkowych EPS sg specyficzne nie tylko gatunkowo, ale moga tez znaczaco
rozni¢ si¢ w zaleznosci od szczepu. Przykladem moze by¢ zastosowanie EPS
syntetyzowanego przez C. vulgaris JSC-7 do flokulacji biomasy w hodowli C. vulgaris
CNW11 (Alam i in., 2014).

84



6. Whioski

W niniejszej rozprawie zbadano wptyw rodzaju i st¢zenia zrodia azotu, oraz

natezenia $wiatla na synteze EPS przez jednokomorkowe glony C. vulgaris, P. kessleri

iV. magna w warunkach autotroficznych. Okre$lono roéwniez wplyw warunkow

autotroficznych 1 miksotroficznych na sktad chemiczny 1 wlasciwosci sorpcyjne

badanych EPS. Zbadano takze wlasciwosci flokulacyjne autotroficznych EPS oraz

wplyw natezenia $wiatla na sktad chemiczny EPS. Na podstawie uzyskanych wynikow

sformutowano nastepujace wnioski:

1.

Badane gatunki jednokomorkowych glonéw: Chlorella vulgaris 898,
Parachlorella kessleri i Vischeria magna wykazuja najwyzsza wydajnos¢
syntezy polimeréw zewnatrzkomorkowych sposréd badanych gatunkow glonow.
Otrzymane egzopolimery zbudowane sg glownie z cukrow (57-72%).
Najwicksza wydajnos$¢ syntezy EPS uzyskano na pozywce zawierajacej azotan
sodu w stezeniu 1,5 g L jako zrodto azotu.

Brak zrodla azotu wplywa na zwigkszenie specyficznej produktywnosci EPS,
jednak prowadzi do znacznego obnizenia ggsto$ci biomasy.

Wysokie nat¢zenie $wiatla prowadzi do zwigkszonej syntezy EPS przez komorki
badanych glonéw. Natezenie $wiatta wynoszace 60 pmol m? s okazato sie
najkorzystniejsze uwzgledniajac zawarto$¢ kwasow uronowych i aminokwasow
we wszystkich badanych EPS.

Miksotroficzne warunki wzrostu zwigkszajg istotnie wydajnos¢ i specyficzng
produktywno$¢ EPS dla kazdego badanego gatunku.

EPS syntetyzowane w warunkach miksotroficznych charakteryzuja sie¢ wyzsza
zawartoscig cukrow caltkowitych 1 redukujacych, a takze biatek, substancji
fenolowych 1 aminocukrow w poréwnaniu do EPS syntetyzowanego
w warunkach autotroficznych

Badane EPS charakteryzowaty si¢ wystgpowaniem grup karboksylowych,
hydroksylowych i fosforanowych lub siarczanowych.

EPS syntetyzowany przez C. vulgaris charakteryzuje si¢ najwyzsza pojemnos$cia
sorpcyjna wobec jondéw olowiu zardbwno w warunkach autotroficznych, jak

I miksotroficznych.
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9. EPS syntetyzowane w warunkach miksotroficznych przez P. kessleri i C.
vulgaris moga by¢ efektywnymi sorbentami jonéw otowiu, gdyz wysycenie
miejsc sorpcyjnych jonami Pb(II) nastepuje w ciggu pierwszych 5 minut.

10. EPS syntetyzowane przez C. vulgaris i V. magna wykazujg wyzszg aktywnos$¢

flokulacyjna niz EPS wytwarzane przez P. kessleri.
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Abstrack Microalgae are natural resources of intracellular compounds with a wide spectrum of
applications in, e.g., the food industry, pharmacy, and biofuel production. The exiracelular polymeric
substances (EFS) released by microalgal cells are a valuable bioproduct. Polysaccharides, protein,
lipids, and DINA are the main constituents of EFS. This neview presents the recent advances in the
field of the determinants of the synithesis of extracellular polymeric substances by microalgal cells
ard the EPS structure. Physical and chemical culture conditions have been analyzed to achieve
useful insights into the development of a sitategy optimizing EPS production by microalgal cells.
The application of mictealgal EFS for flocculation and mechanisms invelved in this process are
alse discussed in kerms of biomass harvesting.  Additionally, the ability of EPS to remove toxic
heavy metals has been analyzed. With their flocculation and sorption properties, microalgal EPS are
a promising bioproduct that can potentially be used in harvesting algal biomass and wastew ater
MAnAgemment.

ords: extracellular polymeric substances; microalgae cultivation; Aocculation; harvesting;
po B
biomass

L Introduction

Microalgae are a widespread and diverse group of photosynthetic microorganisms.
Since microalgal biomass is a rich source of many compounds, e.g., carotenoids, polvsac-
charides, proteins, fatty acids, lipids, and vitamins, these organisms have a wide range of
applications in the food and feed, pharmacy, and cosmetics industries as well as biofuel
production [1,2]. Besides valuable intercellular components, microalgae also secrete high-
maolecular pelymers outside the cell referred to as extracellular poly meric substances (EPS).
The mechanism of microalgal adaptation to certain stress factors, e.g., light intensity and
continuity, emperature, pH, nutrient deficiency, and toxic substances, involves secretion of
extracellular polymeric substances [3].

Extracellular polymeric substances are macromolecules with a highly diverse chemical
composition and structure related to species and growth conditions. Polysaccharides and
proteins are the main components. Additionally, fatty acids, nudkeic acids, humic acids,
amine acids, and other molecules are present in smaller amounts [4].

Due to their various physiochemical properties, EPS are applied in many branches of
industry, e.g., food, paper, textile, biotechnological, pharmaceutical and cosmetics indus-
tries and for water retention [5,6]. Furthermore, EPS exhibit many biomedical properties:
antimicrobial, anti-tumor, anti-inflammation, or antioxidative activity; hence, they can be
applied in medicine [2,6]. Microalgal EPS have different properties determined by the
strain, growth medium composition, enwvirommental stress, and culture age [2,6].

This review describes the latest findings about the determinants of the synthesis
of microalgal bioproducts: extracellular polymeric substances and their structure. This

Energies 2021, 14, 4007, hetps:/ [doLorgy 10,3390/ en14134007

https/ fwww.mndplcomfjoumnal feneTgies

100



Energies 2021, 14, 4007 2of23

manuscript presents a comprehensive eview comparing studies on the individual and
mutual effects of culture conditions, cultivation systems, and nufrients on the EPS synthesis
with reference to optimization of EPS bioproduction. The use of microalgal extracellular
polymeric substances synthesized by microalgae in flocculation and the mechanisms
involved in this process in terms of biomass harvesting has been discussed sporadically;
therefore, this manuscript provides an overview of relevant reference data published so far.

1 Characteristics of Extrace llular Polymeric Substances

Extracellular poly meric substances (EPS) are a group of macromolecular compounds
secreted outside the cell. These molecules create a slimy coating around cells, which acts
as a protective barrier against some environmental stresses. EPS synthesis in microalgae
takes place in the Golgi apparatus [2].

Extracellular polymeric substances are characterized by a variety of chemical struc-
tures and a homopolymeric or heteropolymeric structure [7]. Microalgal EPS have a
complex structure, which has evolved in response to diverse biotic and abiotic environ-
mental conditions [8]. Depending on their properties and ability to bind to cells, several
tvpes of EPS have been reported in the literature. EFS that are weakly bound with cells
and are secreted into the medium are referred to as soluble EPS {SL-EPS). In tum, bound
EPS represent a type that is bound with cells [3]. This fraction is divided into loosely
bound EPS {LB-EPS) and tightly bound EPS {TB-EPS). LB-EPS and TB-EPS show a dif-
ferent composition and functionalities. As reported by Lietal. (2020), LB-EPS show the
highest Pb(ll} adsorption abilities in comparison to TB-EP'S and SB-EPS (soluble EPS) [4].
The role of LB-EPS seems to be mome important in esponse to adverse environmental
changes than the role of other EP5 fractions; hence, they serve a protection function in algal
metabolism [10]. Both EPS fractions exert a different effect on the flocculating ability, as
described in Section 5.1. EPS may be involved in nutrient distribution, as the extracellu-
lar matrix contains some metabolites released by algal cells, e.g., nucleic acids, enzymes,
lipopolysaccharides, and phospholipids. EPS components (proteins and humic substances)
may be involved in redox processes as well Wang et al. (2020) suggest that proteins
may be transferred from the inner layer (TB-EPS) to the outside of the cell (LB-EPS and
SB-EPS). They also observed a decrease in protein content in TB-EPS in the death phase,
whereas the protein content was comparable during the logarithmic growth phase in all
EPS fractions [11].

However, the terminology of EPS is inconsistent; thenefore, other terms for total EPS
can be found in the lilerature, for example, exopolysaccharides, extracellular polysaccha-
rides, extracellular proteoglycan (EPG), exopolymeric substances, or ex tracellular polymers.
Both fractions exhibit different properties and compaosition [4,12]. However, Rossi et al.
{2016) claim that there are no significant differences. This eview focuses on a released
fraction referred to as EPS [13].

EFS are composed primarily of polysaccharides, proteins, lipids, and nucleic acids [4].
Extracellular polymeric substances may occur as polysaccharides (with the predominance
of sugar components), profeoglycans (containing proteins in sugar chains), or glycoprofeins
{with proteins as the major elements of the polymer) or they exhibit a different polymer
tvpe [14]. EPS have high molecular weight, but there is also a fraction of low molecular
weight polymeric substances [15]. The weight of a polymer extracted from Chiorela
milgaris JSC-7 was 9.586 = 10° g mol ! [16]. Whereas EPS from Dictyosphaerium strains
contained a high molecular weight fraction (which was from 1 = 10° g mol ™! to, mome
than 2 = 10F = mol™ 1), as well as low molecular weight compounds in the range of
SOO0-50, 00 5 mol ! [14]. They are mostly negatively charged (hydrophobic) due to the
presence of hydrolyzed functional groups. FTIR spectra show the presence of carboxyl,
hydroocyl, and amino groups [14,16,17].

Polysaccharides am one of the main components of EPS, accounting for 45-95% of
EPS [2]. The sugar units observed inm microalgal EPS include glucose, galactose, mannose,
arabinose, thamnose, and fucose (Table 1), with glucose and galactose as the most frequent
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sugars. An exception are the EPS denved from Dunalidla saling, which are composed
mainly of fructose [15].

Table 1. Monosaccharide composition (% w/w) of extracellular polymeric substances (EPS) produced by Chlorophyta.

Species fuc gal ara  gle  man  xyl rik rha fru LA glcA galA gleN  Other  Source
Botryocoocus
brmani © CCALA 13 e 2 42 15 2 1 =1 2 1 [149]
T7E
Botryocoocus
brmint CCALA 31 51 4 k] 9 Ohde [2]
T7E
Cllamydomanas 537 944 g we 45 5 23 33 128 [21]
Merioma
Chlanydanearias 776 135 38 1 75 23 128 [z1]
saian
Desmncoccus ms 131 mE 59 124 7 trace  trace [22]
olivaceus
DicHosphasrium \ b b - b - UH -
dilmellgdes frace 42 24 B 137 4 145 12 [23]
Dictiosphasriim
tetrachloriom 16 dké 8 1 T8 19 12 45 L& Ohde [14]
Fuzicka
Dictiosphasiim . b . o - . a \ .
P — 157 s 13 B9 22 187 25 124 [I}.] Oe [14]
Dvictiosphasrim . - o . -~ a X s
puldhellim (%] 35 22 &4 29 9B 16.6 52 14 Ohde [14]
Dinelidla
fertiodecta UTEX B ]
LB Gk
Grasdella sp. 32 163 125 121 115 103 27 23 i 5]
Neochlaris . A 24
desgbundmrs 189 46 407 19 BT [ 12 [2&]

ara—arabinose, fro—froctoss, fuc—fucose, gal—galactose, ghe—pglucose, man—mannoss, tha—rhamnose, db—ribose, v:_l(]— t_vlmc. Ua—
urenic acids, gle-A—ghiowronic acid, gabA—galacturonic acid, gleMN—glocosamine. 4 Muaﬁumnl'b_v HFAE uhmnamg:'.l'ph.v;b with mulh.lrl
derivatives; © approvimate values (pead from graph); UH—unidentified methyl bexoses; OMe—methylated sugars

Monosaccharides can be modified by non-sugar residues such as pyruvate, sulfates,
acyl groups, phosphates, Cracetyl-, and Cemethy ] groups [2,14,16,27, 28], EPS from Por-
phyridium sp. are mainly composed of xylose, glucose, and galactose. Protein accounts
for 5.5% of the polvmer The negative charge of EPS is associated with the presence of
megatively charged sulfate groups and glucuronic acids [29]. EPS from Chlorophyta is
characterized by high contents of galactose [#].

Polvsaccharides mav form linear or branching structures with regular or irregular
morphology related to the presence of vanous ghvcosidic bonds [30]. As reported by
Delattre et al (2016), a-(1,3), B-(13), f-(1,4), and (2,1} p am linkages observed in EPS. Most
EPS are heteropolymers [2]. However, homopolyvsaccharides are observed in some cases,
for example, the EPS synthesized by Dunalicila tertiocelata are (1— 4p-o-D-glucans [24].

Proteins are one of the main components of microalgal EPS. In terms of their func-
tions, there ame non-enzymatic structural proteing, which stabilize the EPS matric [6], and
enzvmatic proteins degrading exopolvsaccharides, which can be a source of carbon and
energy for cells [21]. As reported by Xiao and Zheng (2016), the content of extrace[lular
total protemn per mg L 1of supernatant in different microalgae (green microalgae, diatoms,
and red algase) is in the range from 0.5 mg L Tho 11 myg L% when expressed as weight %
of total EPS, it ranges from 0.5% to 16.9% [6]. The analvsis of experimental results of the
protein content shown in literature reports reveals a large vanation among Chlorophyvta,
which suggests that the protein content in EPS is not a speces-specific trait. Analvses of
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the composition of Chlorelln vulgaris EPS showed protein and carbohydrate contents of
Bemgl Land 31.1 mg L 1 respectively [32]. In turn, EPS synthesized by Chlamydomonas
rainhardtii, Le., another representative of Chlamydomoenadales, contained 42.1% of pro-
teins [33]. Investigations conducted by Liu and Miao (2017) on the effect of MgS0y on EPS
production by Heynigia riparia (Chlorophyta) showed a protein level in EPS in the range
from 15.27% to 24.19% [34]. The EPS of Chlorophyta ty pically contains glyeoproteins [35].

3. Effect of Culture Conditions on the EPS Synthesis Process

The process of EPS synthesis by microalgal cells is influenced by many factors: culture
conditions, such as light, temperature, culture aeration, age of culture, as well as the
availability of nutrients, including nitrogen and carbon sources, and their concentration,
type of nutrition, and salimity. Optimal conditions for EPS production are different from
the optimal conditions for the growth of microalgal cells. Maximum EPS production
is accompanied by a decline in the specific growth rate [36]. Therefor, appropriate
adjustment of culture conditions may promote EPS synthesis.

3.1. Effect of Light

Light and the light regime are two crucial factors determining microalgal growth and
metabolic pathwways in autetrophic conditions [37]. The production of EPS by microalgal
cells is a light-dependent process. The synthesis of extracellular polysaccharides is a
function of the photosynthetic activity and reproduction of autotrophic algal cells; therefore,
factors that exert an impact on the photosynthesis process also mfluence the synthesis of
EFS [38].

It has been shown that increasing light intensity can enhance EPS production. As
demonstrated by Ligin et al. (2008), EPS production by Porphyridinm crumium was en-
hanced with an increase in light intensity up to the light saturation point, above which the
production declined (Table 2) [39]. The highest EFS production level was achieved at the
light intensity of 80 p m~ 251 [39]. These results are in agreement with those reported by
You and Barnett {2004), who observed an increase in extracellular polysaccharide produc-
tion by Porphyridium cruentum in the light intensity range from 39 to 70 uEm ™% s 1 [40].
Above this level, ie., at the light saturation point, the polysaccharide production was
found to decline. However, in a study conducted by Clément-Larosiere (2014), specific EPS
production of C. vulgaris (excreted per cell) decreased with increasing light intensity (50,
120, 180 pmol m ™ s ]}. The highest specific EPS production was recorded at the lowest
light intensity of 50 pmol m 2 s~ 1 [41].

Research on the influence of light intensity on EPS production was also carried out
on cyanobacteria (Table 2). Continuous light and high light intensity were found to favor
EPS production by Cyancbacteria [42]. Cyanobacteriiom aponinum is able to synthesize
ESP at light intensity of 500 umol photons m~? s~1 [43], likewise Anabena spp. with
maximum EPS production were detected at 460 pmel photons m =2 s 1[44]. Chentir et al.
(2017) observed an increase in EFS production by Cyancbacteria with increasing Light
intensity [45]. However, after salt stress application, there was no such a relationship or the
amount of EPS was decreasing [45]. Similarly, other studies confirm the increase in the EPS
vield accompanying enhanced light intensity. In investigations of Nostoc sp. cyvancbacteria,
an increase in light intensity from 40 pE m 2 s U ko 80 wE m 2 51 contributed to intensified
EFS production and higher protein content in EPS [46].
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Table 2. Effect of light intensity on EPS production.
Species Light Intensity EPS Production References
3 pEmis7! 0.56 + 0.06 (g LY
4 pEm2s! 066 £ 0.08 (g LY
. S0pEm 257! 079+ 006 (g LY
Pﬁfgﬁﬁ;m 60 pEm 2571 082 +010(gL™Y 39
S0 pEm-25°1 095 £ 009 (gL-1)
10 pEm 257! 077 £ 007 (gL7Y
150 pEm 257! 031 £ 006(gL™Y
W pEm 157! 018 (gLh
. 48 pEm 2571 030 (gL h
pﬁr{_ﬁfﬁ?ﬁﬁ;m 60 pEm 257! 055 (gL [40]
F0pEm 257! 0es gl
90 pEm 257! 045 (g LY
50 umol m 1gt 679 + 0.3 (pg COy cell 1]
Chioreila Tulgaris 20pmolm—*s7! 558 0.7 (pg CO; ell ™) [41]

180 pmelm st 458 +0.32 (pg OO cell 1y

15 umol m™2 71 ~84 (mg g ow 1y
40 umol m 1gt ~83 (mg = ow 1]
70 umol m 1gt ~80 (mg = ow 1]
CW:;?:;S:;“W 100 pmel m 257! ~70 (mg g ow 1) [43]
150 pmol m :s 1 ~6l (mg g ow 1y
300 pmol m 's 1 ~6l (mg g ow 1y
500 pmol m 's 1 ~70 (mg z ow 1]
50 pmel m 257! ~63 (mg g ow 1)
115 pEm 257! ~2(gL™h
185 p Em :s 1 ~3(gL™h
Anabaena sp. ATCC M5 Em 257! ~25(gL™h [44]
33047 460 p Em 's 1 ~125(gL™Y)
920 pEm 257! ~12(gL Iy
1840 pnEm 251 ~N (gl
10 pmol m~2 571 0152 (g g I
Spiruling sp. 65 umol m st 0192 (gg™ [45]
120 pmel m 2571 0454 (z g L

The irradiation ime is another factor influencing EPS production by P cruentum [39].
The maximum polysaccharide production in the analyzed range of light/dark cycle periods
(24:0h, 16:8 h, 18:6 h, 1212 h, 1(:14 h) was observed under the 18:6 h light/ dark cvcle.
The beneficial impact of ight: dark cycles on EPS productivity in comparison with the
use of continuous illumination was mpurl.ed n cultivation of Bofn_.rocorcus braunii under
high light intensity (2000 umol m e } [20]. In turn, a study conducted by Lupi et al.
(1994) indicated that the concentration of exopolysaccharide in Botryococous braunii UC
58 decreased after introduction of a photoperiod (14 h light/10 h dark) in comparison
with the use of continuous illumination [47]. In turn, a similar level of specific production
of exopolysaccharide was found when the same phase of growth was considered. The
light intensity was. lower than that used by Garcia-Cubero et al. (2018) [20], i.e., it was
250 umol m—2 =1 [47].

Another factor that has an impact on the EPS yield is the light wavelength, Results
showed that blue light {400-500 nm) and red light (600700 nm) increase extracellular
polysaccharide production [40]. In a study on Porplyridium purpureum, the application of
multi-chromatic LED wavelengths (red, green, and blue: 620-625, 520-525, and 465468 nm,
respectively) in the culture induced an increase in the EPS yvield [40]. In turn, the use of
a specific narrow light-emitting diode: red (620625 nm), green (520-525 nm), and blue
(465468 nm) wavelengths did not cause differences in the EPS yield [45]. The results of a
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study conducted by Medina-Cabrera et al. (2020) indicated white light as the most suitable
type for EPS production in Porphyridum strains [49].

Studies on the effect of light intensity on EPS production demonstrate that this factor
is associated with other environmental variables. Dayananda et al. (2007) tested the impact
of continuous light and photoperiod (16 h light: 8 h dark) on EPS synthesis in two B. braunii
straing, SAG 30.81 and LB 572, cultivated in shaken and non-shaken cultunes on diffenent
growth media [50]. Cultures growing in the continuous light in the shaking variant were
characterized by higher production of exopolysaccharide than cultures conducted with
the photoperiod and continuous light without shaking [50]. These investigation results
are in agreement with the findings reported by Cordoba-Castro et al. (2012), who showed
an effect of light intensity, agitation, and carbon source availability on EPS production by
Scenedesnnies obliquus [51]. The highest concentration of EPS was observed at the highest of
the three light intensity values applied in the study (80, 130, 180 uE m~2 s~ !). The increase
in the light intensity from 80 to 180 contributed to an increase in the EPS concentration from
16.17 mg L' to 24 mg L' in the variant based on the use of the maximum values of the
three variables tested [51]. The effect of the mixing time, light, and glycine on the production
of EPS by Chilorella vulgaris was confirmed bv Shen et al. tZDl'ﬁ} [52]. The maximum lkevels
of bound EP5 production werne 473 mg g Tar 250 umol m—2 s 1 light intensity (mixing
time 3 days, glycine concentration of 01 gL yand 442 mg g 1 at 125 pmol m 2 g1 light
intensity (mixing time 3 days, glycine concentration of 1 g L~1) [52]. Light intensity is
an important determinant of EPS synthesis by photoautotrophic microalgal cells. Most
studies have shown enhanced EPS produu.tmn by higher light intensity up to the light
saturation point. The enhancement of EPS production in the conditions of increasing light
intensity may be related to the protection of the cell against the harmful effects of the
external factors. Results of investigations of the effect of light intensity also indicate that
the EPS production cell nesponse at high light intensity is species-specific. An accurate
comparison is difficult, as different values are defined as high light intensity in different
studies; additionally, investigations of EPS production often do not take into account the
cellular biomass preductivity.

3.2 Effect of Tanperature

Temperature is one of the key parameters influencing metabolic processes in microal-
gal cells. Temperature can also have an impact on EPS production, and its optimal value
for EFS synthesis is species-specific. In investigations of the effect of light intensity and
temperature on EPS production by a thermophilic Graesiella strain, the highest EPS vield
was obtained at the highest temperature tested, Le., 40 °C, and at the lowest light intensity
of 20 pmol m~2 s~ 1 {Table 3) [53] As indicated by the authors, the increase in temperatuse
was the main determinant of the higher EPS production, whereas no correlation was found
between the amount of EPS and light intensity. The increase in the EPS synthesis by the
thermophilic strain induced by the temperature rise from 20 to 40 “C is indicated as a
process of protection of cellular metabolic pathways [53]. The effects of irradiance and
temperature on EPS production were also shown by Kumar et al. 2017 in their study of
Dictyosphaerium chlorelloides [36]. The maximum production of EPS was cbserved at a
moderate temperature (257 °C) and hight intensity of 50.3 umol m 2 s~ 1. At the optimal
temperatufe ensuring maximum EPS production, a decline in the specific growth rate of D
chiorelloides was observed [36]. Investigations of the production of soluble EPS by B. braurnii
showed the highest EPS productivity in the temperature range of 25-30 "C, which was
consistent with the optimum range for algal growth [54].

Temperature seems to be an important factor in EPS production, and its optimum
value for EPS synthesis is species-specific. To optimize EPS production, it is important to
select an appropriate strain with a temperatune range that is optimal for both algal growth
and EPS production.
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Table 3. Effect of temperature on EPS production.
Species Temperature (C) EPS Production References
Craesidla sp. 40 117 mg L1 day ™! [53]
Drictyosphaerium dhlorelloides 257 175 mg L1 36]
Botryococcus braunii UC 58 25-30 45005500 mg L [54]

3.3, Effect of Growth Phase

One of the determinants of the amount of EPS synthesized by algal cells is the growth
phase. The largest amount of synthesized EPS was detected during the stationary phase or
the death phase [28,55]. The impact of the growth phase {logarithmic and stationary phases)
on the rate of polysaccharide release was also shown in studies of marine diatoms [56].
The end of the growth phase is often correlated with nitrate starvation conditions, which
induce changes in the C/N ratio, and the beginning of extracellular polysaccharide pro-
duction [29,57]. Liet al (2020) reported a gradual increase in the EPS content during the
logarithmic groswth phase in Forphyridium purperenm [S58].

34, Cultivation Systems

One of the strategies to optimize the production of exopolysaccharide is the two-stage
cultivation system. In the first stage, algal cells ane cultivated in optimum conditions to
allow an increase in the biomass concentration. The second stage consists in application of
a stress factor or introduction of changes in culture conditions to enhance the production of
the target metabolite. Medina-Cabrera et al {2020) showed that the bwo-stage cultivation
system strategy enhanced the production of EPS in Porphyridium strains P sordidum and P.
purpurenim [49]. The use of semi-continuous culture was found to lead to an increase in EPS
productivity in comparison with batch cultures of Porplyridium marinumn [59].

Another solution to increase the production of EPS may be provided by the co-culture
system. In the study conducted by Angelis et al (2012), microalgae (Chiorella sp.) and
cyanobacteria (Spiruling sp.) were cultvated with Basidiomycetes [60] Algal and fungal
substrate mixed at a 1:1 ratio was the growth medium in this method. The results showed
that the co-culture increased and accelerated EPS synthesis, in contrast to monocultures.
Each of the strains used in those experiments was able to produce EPS, but the polymer
obtained from the co-culture was a mix of both EPS synthesized by the microalgae and
fungi separately, with predominance of fungal EPS. The presence of fungal strains is a
stress factor for algae [60]. As underlined by the authors, the increased EPS production in
the co-culture conditions may be associated with nutrient competition, fesponse to toxins,
growth factors released by other microorganisms, or increased amounts of carbon dioxide
and vitamins [13,61,62]. Co-cultures of microalgae and other microorganisms could be a
promising and useful biotechnological tool to enhance production of numerous valuable
products.

4, Optimization of the Growth Medium for Production of Extracellular
Polymeric Substances

4.1. Nitrogen

Investigations on the optimization of the medium to increase EPS production highlight
the role of sodium nitrate. As shown by Bafana (2013), NaNOs and CaCl, significantly
increased EPS production by Chlamydomonas reinhardtii [63] A pH value of 7 was the
optimum value for EPS production. The addition of EDTA exerted a negative effect on
this process [18]. Similarly, other studies conducted on the red microalga Porphyridium sp.
with the use of potassium nitrate, ammeonium hydrocarbonate, and ammonium nitrate
resulted in the highest productivity of EFS in the presence of sodium nitrate [64]. Among
the different sources of nitrogen (potassium nitrate, urea, and ammonium carbonate), the
highest production of EFS was detected in the presence of nitrate and the lowest yield
was obtained upon the application of urea, whese the pH value was approximately 5 in
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the presence of urea and ammonium carbonate and 7 for potassium nitrate [47]. Thas may
suggest that the pH value of the growth medium determined by the nitrogen source has
some influence on the EPS synthesis.

Ome of the factors contributing to an increase in EPS synthesis by microalgal cells is
the nitrogen nutrient limitation. Owverproduction of EPS in nitrogen-deficient conditions
(BG11 without NaNQO;; 2%C0;) was confirmed by Sasaki et al. (2020) in investigations
of microalgae Paradilorella sp. BX1.5 [65]. A large amount of acidic EPS was produced in
such conditions, The effect of the reduced nitrogen content in the medium on higher EPS
production by B, braunii was confirmed by Bayona and Garcés (2014) [66]. Lupi et al. (1994)
compared the impact of three concentrations of potassium nitrate (0.5, 2, and 8 mM) on
EPS synthesis in B. braunii [47]. The highest EPS-specific productivity (g g~ ! dry biomass)
was obtained in the presence of 2 mM KNO5. Cultures with 0.5 mM addition contained a
similar amount of EPS, but the production ceased after 20 days due to nitrogen depletion
[while both other cultures were cultivated up to day 36). The lowest specific production of
EFS was detected in a culture supplied with 8 mM KNO:. However, the highest EPS yield
gL 1} at the end of the culture time was noted in the presence of 8 mM KNO; [47]. The
nitrogen (nitrate) limitation increases specific EPS production. However, it also induces a
strong decrease in the biomass concentration; thus, the yield of EPS may be much lower. In
turn, it has been shown that high N concentrations in wastewater result in high protein
content in EPS [67].

In addition to N availability, the carbon-to-nitrogen ratio was found to improve EPS
production. An increased C/N ratio (in nitrogen limitation conditions) in the medium was
reported to promote EPS release by Porphyridium purpurenm [58]. From the tested 0.96 (low),
3.84 (medium), and 12.82 (high) ratios, the most effective productivity at the end of culture
time (day 20) was estimated at 3.84 [55] However, the high C/N ratic accelerated the
EFS synthesis, and the amount of secreted polysaccharides on day 12 was approximately
40% higher than at the medium ratio. In turn, the EFS productivity at the low C/N ratio
was significantly lower than in the other variants, but stronghy increased in the last days
of cultivation and finally reached 1.25 g L. 1 As observed by the authors, a high C,f‘\I
ratio may affect protein degrndahon The res.u]tmg new nitrogen source can be used for
EPS and lipid synthesis [58]. Supplementation with ghrcerol to increase the C/N ratio
under nitrogen limitation additionally increased the EPS yield [60]. In turn, a decline in the
C/N ratio led to changes in the EPS composition. In investigations of mixed microalgae
{with predominance of Scenedesmus sp.), a fivefold increase in the NO; concentration in
the municipal effluent resulted in reduction of C/N, from 41.4 to 2.9, which contributed to
an increase in the protein content in bound EPS [64]. Data shown by Razaghi et al. (2014)
indicate that the optimal N/P ratio for carbohydrate synthesis is less than 4.9:1, whemeas
biomass production requires a 35:1-501 ratio [68]. The results afe similar to those obtained
by Soanen et al (2016), who achieved optimal EPS production at an N/ P ratio of 3.97 [59].
In turn, Mur et al. {2019) showed that, in the case of Phacodactwum tricomutum, the N/P
molar ratio had no significant influence on EPS production in contrast to the nitrogen
source and temperature [69].

4.2, Phosphorus

The influence of phosphate limitation on the growth and EPS synthesis by the diatom
Cylindrotheca fusifonmnis was studied by Magaletti et al. (2004) [70]. The results indicate
that a low phosphate concentration has an impact not only on the increase in total EPS
synthesis but also on the composition of the dissolved carbohydrates [70]. A comparison
of the influence of one-stage and two-stage phosphorus depletion on EPS synthesis by
cvanobacteria Anabaena variabilis and Microcystis aeruginosa demonstrated that the two-
stage phosphorus depletion resulted in an approximately threefold higher EPS yield
in comparison to the one-stage depletion in the case of both species [71]. Similar to
nitrogen depletion, phosphorus starvation causes inhibition of culture growth; hence,
two-stage cultivation contributes to higher EPS yvields [71]. As shown in a study of marine
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diatoms, under nutrient limitation (variations in the nitrogen /phosphorous/ silicon ratio),
the process of extracellular polysaccharide excretion is species-specific and none of the
limiting factors influences EPS release in the same way [56].

4.3 Carbon

An important determinant of EPS release by cells is the carbon metabolic mode [13].
In mixotrophic and heterotrophic growth conditions, carbon contained in the medium
contributes to increased accumulation of intracellular polysaccharides and soluble extracel-
lular polysaccharides [29]. This was confirmed by investigations conducted by Zhang et al.
(2019) demonstrating higher EPS production by Chiarella vulgaris in mixotrophic conditions,
ie, 343 mgL T{BG11 with glucose 5g L 1y, in comparison with EPS amounts produced
in autotrophic conditions: 235 mg L 1721, Cheirslip et al. (2016) reported that Chiorella
sp. showed higher EFS production upon an increase in the glucose concentration in the
grow th medium from 0.2% to 1% (w/v) [73]. In the semi-continuous cultivation system,
the amount of EPS in each cycle ranged from approximately 1.25 g L Lin the first three
aokesto145g L 1in the fourth and fifth cycles {on days 5 and 6, respectively). Higher EPS
production in heterotrophic (0.5 g L L EPS) ve. autotrophic conditions (0,39 gL TEPS) has
been reported [73]. Investigations of the impact of the photoautotrophic, mixotrophic, and
heterotrophic cultivation modes on EPS production by Neochloris oleabundans demonstrated
that enly mixotrophic cultivation (with 20% lactose and CO; from air as a carbon source)
ensured production of large quantities of EPS: 5 g L U [74] No EPS were detected in the
same mixotrophic conditions with glucose as a carbon source; likewise in the heterotrophic
and photoautotrophic conditions (5% COy). The authors highlight the role of lactose as a
precursor for the biosynthesis of EPS [74]. In turn, in the case of Nostoc flagelliforme cultured
in heterotrophic conditions with glucose, sucrose, and fructose as a carbon source, the
highest levels of EPS production were found in the glucose-supplemented variant [75]

In turn, in the study conducted by Pfibyl and Cepak (2019), EF5 production by
Dictyosphaerium dilorelloides did not differ between the mixotrophic and photoautotrophic
modes [76]. The highest level of algal organic matter {which is closely related to EPS)
produced by Scenedesmus obliguus in photeautotrophic conditions was reported by Choi
etal. (2019) [77].

Carbon sources were found to exert an effect on EPS production by Chierella sp. [78].
Under 0.1% salinity, Chiorella sp. was found to produce the largest amounts of EPS in
cultures with ethanol and glycine as a carbon source. In turn, at a higher salinity level, Le.,
3.5%, the concentration of EPS increased, and the highest EPS concentration (31 mg,/L)
was achieved in glycine-supplemented cultures [75]. Fabregas et al. {1999) cultivated red
microalga P crutenm using 15% of potato extract as an organic carbon source [79]. The
mixotrophic growth vielded 0.33 g L VEPS, whereas the EPS level in autotrophic conditions
reached 013 g L ! [79]. Literature provides few reports on mixotrophy and heterotrophy
in microalgal cultivation. Mevertheless, the data cited above show that supplementation
with an organic carbon source may be a promising factor increasing EPS productivity.

In the photoautotrophic mode, microalgal cells utilize carbon dioxide as a carbon
source. Atlow carbon dioxide concentrations, the carbon-concentrating mechanism leads to
concentration of inorganic carbon from the environment to optimize carbon acquisition [13].
A study conducted by Clement-Larosiere et al. {2014) demonstrated that an increase in
the COy concentration from 2% to 13% was accompanied by a 1.4-fold increase in the
total exopolymer excretion by Chlorella vud garis, but the EPS conentration per cell was not
significantly altered [41]. This may have been related to the limited availability of light in
the culture with higher carbon availability (13%), which led to imitation of further carbon
fixation and EPS secretion [41]. In their study, Li et al. (2016) highlighted the sy nergistic
effect of CO; and temperature on EPS productivity in the green alga Scenedesmus acuminatus,
the diatom Cyclotella meneghiniana, and the cyanobacterium Microcystis aeruginosa [38]. The
amount of extracellular carbohydrates in the 5 acuminatus culture increased with the
rising temperature and CO2. In the case of C. meneghiniang and M. aeruginesa, the level of
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extracellular carbohydrates increased at the higher temperature values [38]. The secretion
of exopolysaccharides by microalgal cells in excess carbon dioxide conditions may be a
result of overflow metabeolism, which is defined as the excess binding of carbon dioxide in
relation to growth requirements [80].

4.4. Wastewater

Investigations of microalgal EPS of Chiorella sp. in wastewater cultivation conditions
demenstrate the effect of higher initial conaentrations of nutrients and/ or organic substrate
on higher production of soluble EPS [51]. The increase in their concentration was accom-
panied by a decline in the concentration of carbohydrates and an increase in the protein
concentration in bound EF5 [81]. Wang and Park (2015) cultured Micractinium sp. and
Chiorella sp. on secondary effluent mixed with primary effluent [82]. The use of wastewater
for the algal culture resulted in relatively higher protein content in EFS [82].

4.5 Metals

As reported in literature, environmental stresses lead to increased production of
extracellular polysaccharides, while there are few reports on the effect of metals on EPS
production [83] Chen et al. {2015) studied the influence of cadmium stress on the gronw th
rate and EPS production in C. oulgaris [84]. In the culture supplied with 1 mg L1 Cd?®, the
amount of soluble and bounded EPS was hagher in comparison to the control [54]. Mona
and Kaushik (2015) examined the effect of chromium and cobalt on EPS production by
Nostoc linckia [85]. The results showed that the presence of the tested metals significantly
increased the synthesis of EPS, ve., about 5 times by cobalt and 4 times by chromium.
The highest EPS concentration was achieved at 40 mg L 1 of Co? and Cr* [85]. It has
been found that a cyanobacterial Synechocystis sp. strain produces increased amounts of
EPS when exposed to chromium, cadmium, and combination of the metals (chromium +
cadmium) applied at 35 ppm [83].

4.6. Effect of pH

EPS synthesis in unicellular algae begins in the stationary phase when pH of the
culture medium rises to 84, This 15 a natural change resulting from culture aging. De
Philippis et al. (1991) did not observe an effect of more alkaline pH compared with the
physiological value [86]. However, in investigations of the effect of different nitrogen
sources on EPS production, the pH value of a growth medium with urea and ammonium
carbenate addition was about 5, whereas pH 7 was determined in the presence of potassium
nitrate. The results showed that EPS synthesis was more effective in a culture with KINO5
addition. Differences in the EPS yield may be connected with pH of the growth medium
rather than the nitrogen source [54]

5. Flocculation

Due to the large amount of acidic functional groups and long-chain melecules, EPS can
be used as natural flocculants [6]. Nowadays, microalgoe are mostly cultured for biomass
preduction. As reported by Aljuboori etal. (2016), the addition of ZnCl; to EPS-producing
Scemedesmus quadricanda suspension is sufficient to induce flocculation and thus biomass
harvesting [57]. Nowadays, the use of microalgal EPS is limited to high-value products,
e.g., pharmaceuticals and cosmetics. This is caused by the high cost of algal biomass
harvesting and the low concentration of EPS in the growth medium [5]. The development
of an effective and low-cost method for EPS-dependent flocculation may potentially reduce
these costs and increase the use of microalgal EPS in industry. Flocculation is one of the
methods of separation of the solid fraction from liquid suspensions. The process consists
in association of small particles in the colloid solution to form larger aggregates with high
molecular weight, allowing the particles to settle [88]. The flocculation process is applied
in algal harvesting [89], wastewater treatment [84], paper manufacture, clarification of
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sugarcane juice in the sugar industry [90,91], metal binding [92], and removal of color from
textile wastewaters [93].

Substances used as flocculants must have specific properties, e.g, molecular weight,
type, and ionic strength. Large amounts and small sizes of colloidal particles as well as
their low distribution increase flocculation efficiency [91]. Synthetic polymers (polyacoy-
lamide) cause contamination of harvested biomass with metals, metal hydroxides, and
non-biedegradable polymers. Additionally, polyvacrylamide-based flocculants may be
contaminated by acrylamide monomers, which exhibit neurotoxicity and carcinogenic-
ity [94]. This excludes further processing in food, feed, or other applications requiring
contamination-free biomass [95,96].

In turn, since they are non-toxic, biodegradable, and inexpensive, natural polymers are
the most environmentally friendly group of this type of compound [91]. Natural polymers
used in the flocculation process comprise EPS, chitosan, cellulose, starch, and natural gums
with their derivatives. They are characterized by high molecular weight, fixed molecular
constitution, and mostly long chains. One of the prerequisites for flocculation of microalgal
biomass to occur is the positive charge of the polymer (since the surface charge of algal cells
is negative ); however, it is not common in the environment [91,95]. Inorganic salts (ferric
chloride, aluminium sulphate) are coagulants and may induce polymer flocculation [95].

51. Extracdlular Polymeric Substances in Floceulation

Extracellular polymeric substances have high molecular weight, long chains, and
numerous functional groups that are crucial for effective flocculating activity [5]. EPS
are mainly negatively charged due to the dominance of carboxyl and hydroxy ] residues,
mostly from uronic acids and proteins [97]. Badireddy el al. (2010) showed the role of
Oracetylated and acidic carbohydrates and the secondary structure of proteins, which ane
changing during the exponential and stationary phases, in bioflocculation of activated
sludge microorganisms [28]. An essential issue is the use of an appropriate biopolymer
concentration to achieve flocculation. As suggested by Liuetal (2013), an insufficient
concentration of the bioflocculant is ineffective in the flocculation process, as the polymer
chains cannot bind to all cells [95]. In turn, an excessive dose of the negatively charged
biopolymer increases repulsion bebween particles and results in greater stability of the
suspension [98].

The flocculating properties are associated with the type of EPS. It has been reported
that TB-EPS have much higher flocculating abilities than LB-EPS [17]. A relatively low
amount of LB-EPS should be provided to trigger the flocculation process; otherwise, the
free polymer may impede cell aggregation. Another explanation is based on the DLVO
theory. According to this theory, TB-EPS have no interaction energy and the LB-EPS fraction
is the determinant of the flocculating abilities [%9].

The process of flocculation with EPS depends on the presence of metal ions, which
partly neutralize the negative charge of the cell surface and facilitate polymer adsorption.
Divalent cations may also cross-link polymers attached to different cells [100]. The most
common and effective are Ca®™ [101], Mg® [98], and Zn®* [87,102]. The addition of
ZnCl; was reported to increase the flocculating efficiency of EPS derived from Scenedemus
quadricauda from 26.5% to 82.7% [87]. In contrast, Liu et al. (2014) observed no influence of
Mg?* and Ca® ions on flocculation of Chiorella zofingimsis and C. oulgaris [103]. Thenefore,
the main mechanism involved in EPS bioflocculation is cation bridging [99]. The pH
value is another factor influencing the flocculating activity. Biopolymers differ in the
dissociation of functional groups at different pH values. This determines the number and
type of dissociated groups and the effectiveness of polymer adsorption [104]. The thermal
properties of the biopolymer require adjustment of temperature. It has been found that
EPS mostly consisting of sugars have high thermal stability; however, when the content
of proteins increases, their stability decreases [100]. For example, Surendhiran and Vijay
(2013) observed the highest bioflocculation e fficiency of Chiorella salira at 30063 “C (tested
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temperature range: 20-4) “C) with a microbial flocculant [105]. There are few reports on
selk-Hocculating microalgae synthesizing EPS with flocculating abilities [16,17,57,106].

5.2, Mechanism of EPS-Dependent Flocculation

Aggregate formation in microalgal culture is difficult due to the small size and low
density of cells [107]. Additionally, most functional groups on the cell surface are anionic
(carboxyl, hydroxyl, and phosphate); hence, even if the cells are relatively close to each
other, the electrostatic repulsive forces keep them dispersed [108].

The mechanism of flocculation depends on different factors, including the molecular
weight, concentration, and type of the flocculant, pH, ionic strength, and the size of
particles in the solution [89,91]. To initiate this process in algal culture, it is necessary to
neutralize the negatively charged cell surface [109]. There are several ways of formation of
flocculants: double laver compression, charge neutralization (patching and sweeping), and
bridgmng [88].

5.21. Double Layer Compression (DLVO Theory)

Particles in colloid suspensions are coated with an electrical double layer This strue-
ture consists of two layers. The first (stern) layer surrounding a negatively charged cell
is created by cations, which adhere to the particle strongly. In the second layer (diffuse),
the concentration of ions decreases as the distance from the molecule ncereases (Figure 1),
Hence, the force of the interaction with the opposite ion decreases and it can diffuse to
the suspension. Finally, the charge equalizes with the environment. The potential on
the outer side of the diffusion layer is called zeta potential ({). It determines repulsion
between particles and sustains the dispersion of the suspension [110]. According to the
DINVO theory, which explains the double layer compression, the total energy is the sum
of the electrical double layer (repulsion) and Lifshitz-van der Waals energy (attraction).
Attractive forces depend on the ionic strength of the suspension. When the suspension has
high ionic strength, the thickness of the double layer is reduced. For aggregation to occur,
the force of attraction must be higher than repulsion. This can be achieved by addition
of Ma*, K*, Ca™, or Fe™ cations to the suspension with low ionic strength [99,110]. This
type of flocculation can occur, for example, as a consequence of mixing seawater with
freshwater, which have high and low ionic strength, respectively [55]. In algal cells there
are LB-EPS and TB-EPS, which may be considered as stern and diffuse lavers [95].

Surface oftha particle

sterm layer

!#_,_-,Drffuse layer

Electrical potentiol
surface potential

stempotential |-

Ietapotential [----

Distance from the surfoce

Figure 1. Scheme of double layer compression (DLVO theory).
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5.2.2. Charge Neutralization

Megatively charged cells are surrcunded by a double layer, which keeps them dis-
persed. In the presence of positively charged polymers or hydrolyzing metal salts (coag-
ulants), the zeta potential changes to values close to zero. This reduces repulsion forces
and facilitates interactions between cells. The effectiveness of this ty pe of flocculation
depends on the charge density of the polymer. The amount of the flocculant used should
be quite precisely suited to the biomass concentration and charge [111]. One of the types of
flocculation involving charge neutralization is the electrostatic patch model (Figure 2).

MNegatively

+ ,
Polymer ’/ charged particle
£\

+ i

Figure 2. Mechanism of patching flocculation.

Polymers with high charge density attach strongly and locally to the cell surface,
thereby forming positively charged patches, which are tightly fitted to the surface and can
match other cells. In this way, aggregates are gradually becoming larger and heavier and
finally sediment. Short-chain poly mers are often engaged in this mechanism [59].

5.2.3. Bridging

The mechanism of linking particles by the adsorption polymer to the cell surface
involves long-chain EPS. The functional groups of the polymer attach to the surface locally
in several areas to form specific structures: loops, trains, and free tails (Figure 3) [88,112],

Polymer

Megatively charged
surface of sedimented
particle

Figure 3. Polymer adsorption on surface of solid particle.

The affinity of a single train may not be very strong, as there are more sites of in-
teractions. Long-chain non-branched polymers are preferred for effective bridging, as
this increases the possibility of nteractions with more than one particle in a dispersed
suspension (Figure 4) [85]
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Negatively charged particle
e

Cation

Figure 4. Mechanism of bridging flocculation

With time, the distance between cells decreases and the same polymer can aggre-
gate more particles using the free part of the chains or loops, resulting in an increase
in the flocculant size and weight. In addition, aggregates formed in this way are more
stable than others. The bridging mechanism occurs in the presence of non-ionic polymers
with high molecular weight and low charge density polyelectrolytes with high molecular
mass [88,59,112].

Bridging can be also an effect of the cation bridging mechanism. Divalent cations
bind to the anionic groups of the biopolymer surrounding microorganisms and cross-link
the matrix. This kind of flocculation depends on the ratio of monovalent to divalent
cations, which should be equal to or less than 2 [110,113]. Bridging with divalent cations is
non-specific, whereas these cations bind to the polymer in a specific way and may form a
regular structure, according to the alginate theory.

5.3. Bioflocculation

Bioflocculation is a method in which other microorganisms (microalgae, bacteria,
fungi) or their products (extracellular polymeric substances) are used to induce particle
aggregation [114]. In contrast to biopolymers, which are costly, bioflocculation can be
used for large-scale applications [115]. The frst report on microalgal bioflocculation was
presented by Schuessler [116]. The investigations demenstrated potential flocculating prop-
erties of EP5 [116]. Chioraphyta microalgae and their flocculation efficiency are presented in
Table 4. Most of them are effective in the first 30 min. Flocculation efficiency (FE) [%] is
the amount of settled algal biomass as a result of autoflocculation [16,27,106,116-118], EPS
addition [17,11%], the use of auteflocculating algae to harvest non-flocculating species [120],
or the presence of ZnCl; [57]. Aljuboori et al. (2016) investigated the role of EPS surround-
ing Scenedesmus quadricanda cells in flocculation [87]. [t was shown that EPS-free cells were
unable to flocculate in the presence of a coagulant (ZnCly) [57]. In turn, the use of untreated
cells resulted in flocculation of 80-85% of non-flocculating C. oulgaris CNW-11 and 5.
obliquns FSP-3 biomass [17]. Similar results were observed for self-flocculating Desmod-
estmus sp. FW1. In this case, the addition of Desmodesmus sp. PW1 to non-flocculating
microalgae C. vulgaris, S.obliguus, and N. ccennica resulted in an increase in flocculation
efficiency from 10.5%, 12.3%, and %.1% to 80.5%, 89.4%, and 54.7%, respectively [115].
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Table 4. Culture conditions and flocculation efficiency (FE) of Chlorophy ta.

Species Culture Conditions FE [%]* Settling Time Source
[min]
. I BBM medium, 28 °C, 11/13 h light/ dark . - i
Chiorella vulgaris JSC7 cycle, light intensity 25 umol m 25! 76.3 30 [16]
Simulated secondary effluent, 25 °C, 844 180
Chiorococcum sp. GD 14/10 h light fdark cycle, light intensity - [106]
P & syee g 47.7 30
3000 Tux ’
Srenedesmus obliguus DM medium, 28 °C, 14,/10 h light,/ dark . . -
AS61 cycle, light intensity 60 umol m~2s~! S o 171
BC-11 medium, 26 °C, continuous
- . illumination, light intensity 10,000 huo, - —
Scenedesnms quadricanda T fr’ initial pH 7.1, ZnCl, 867 30 [57]
photobioreactor
Freshwater medium, 25 °C, aeration 3 L.
Neochloris texensis min~ ! with 2% COy, light intensity 50 55 20 [1z0]
pmol m 2571
Marine medium containing MNaCl, 25 °C,
Tetraselmis suecica aeration 3 L min~! with 2% COq, light 72 20 [120]
intensity 50 pmol m ™2 571, 100 rpm
Freshwates, 25 "C, aeration 3 L min !
Ankistrodesmus faloatus with 2% OOy, 16/8 h Ii_ght;‘darlx. light 50 20 [120]
intensity 50 pmol m ™~ 571, 100 rpm
- — MA medium, pH 68, 30 °C, 14/10 h
Chioracoccum sp. light/dark cycle, 3 weeks 75 10 [1149]
F medium, 20 °C, 12/12 h light/dark
. L cycle, light intensity 500 umol m 21, § -
Nannochloropsis eculatn days, acration with 400 ppm CO;, 110 a0 10 [117]
rpm (flocculating pH 1004 at the end)
. Synthetic wastewater, pH7.8, 25 °C,
Sm“'d""sms'_‘; TWBESCES 3 4 110 h light/dark cycle, light intensity §1-909 180 (7]
55.5 pmol m~2 57!, 160 rpm, § days
Desmodesnus sp. PW1 Piggery wastewater, 25 °C, 150 rpm, ~9( 150 [118]

continuous illumination

* FE was calculated with the fellowing formula FE [%] = (A — B)/A * 100%, whene A is mnitial suspenson densaty and B is suspension

denzaty after flocculation.

Bioflocculation can be carried out by other microorganisms, e.g., fungi [115], bac-
teria [121], and autoflocculating microalgae [89]. Flocculating microorganisms can be
cultured together with the main species (as co-culture) or separately and can be added just
before harvesting [95].

Fungal hyphae are positively charged and may act as a cationic flocculant entrapping
microalgal cells. Additionally, the mycelium has a self-pelletization capability enhancing
microalgal flocculation [115]. Addition of Aspergillus miger [122] and Aspergillus oryzae [123]
to C. vl garis resulted in more than 90% and 93% efficiency of flocculation, respectively.
Bacteria are known for production of large quantities of EFS in a short time, which is
desirable for large-scale applications. Bacterial bioflocculation has been well examined
and shown to be very effective [100,124]. Ndikubwimana et al. (2014) reported that a
flecculant from Bacillus licheniformis harvested 99% of Desmodesmus sp. biomass [125]. The
polymer consisted of [ and - glutamic acid (poly-gamma-glutamic acid). The optimal
flocculation efficiency was achieved at pH 2-3.3 after 4 h. Moreover, the bioflocculant was
more effective at a higher biomass density (0.5-1.5gL 1]. The most effective flocculant
concentration was 2.5 mL L™, as it harvested 99.5% of Desmodemsus sp. biomass at a
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concentration of 0.5 g L~ [125]. Similar results were obtained after addition of poly-
gamma-glutamic acid derived from Bacillus subtilis to Chiorella salina culture [125]. In turn,
the effectiveness of Shinella albus EPS in C. oulgaris biomass harvesting was estimated at
85.6% [121]. The bioflocculant from 5. albus was the most effective (=80%) in C. vulgaris
biomass harvesting at a temperature of 6080 “C. The activity decreased only at 121 °Cto
values < 70%. Flocculating agents contain some proteins, but due to their high thermal
stability point, they are not engaged in flocculation. Moreover, neutral and alkaline pH
values are more favorable for this process. However, the flocculation efficiency sharply
decreased after dialysis from almost 80% in the control to 49%. This indicates that 5. albus
produce low molecular weight agents with high flocculation potential [121]. A limitation
of the application of bacterial bioflocculation for algal biomass harvesting is the necessity
of supplying organic carbon for bacterial growth, which increases costs.

Ome of the most promising methods for bioflocculation is the use of autoflocculating
microalgae to induce flocculation of non-flocculating species. Salim et al. (2011) used
autoflocculating microalgae Ankistrodesmius falcatus, Scenededesmus obliquus, and Tetraselmis
suecica to achieve flocculation of non-flocculating Chiorella pulgaris and Neochloris oleoabun-
dams [89].

5.4. Autoflocculation

The process of autoflocculation is a result of interactions between cells and depends
on such eell characteristics as the cell size (large cells settle more easily), morphology, cell
wall composition, culture aging, cell density, and changes in the pH value during culture
growth [107,126]. The autoflocculation process is influenced by the substrate pH value.
The ratio between C: and metal ione keeps pH stable. Grow ing predominance of calcium
and magnesium ions in culture broth decreases repulsion between cells, and cations start
binding to negatively charged functional groups. Alkaline pH promotes generation of
magnesium and calcium hydroxide and calcium phosphate precipitates, which contributes
to formation of larger aggregates [108].

Microalgae producing flocculating EPS may spontaneously form aggregates using
these biopolymers. In this case, the flocculation efficiency and the time of harvesting may
be induced by changing culture conditions, including irradiance and temperature [126]. To
date, several species of green microalgae have been reported as bioflocculant producers.
These include Chlorococcum sp., Chiorella vulgaris, Scenedesmis obliquus, and Scenedesmus
quadricauda [16,17,587,106].

Both pH-induced and EPS-assisted autoflocculation occur at the end of the exponential
phase or in the stationary phase when the flocculating factors have been accumulated [126].
The process of autoflocculation has not been elucidated to date, and it is necessary to know
the mechanism so that the process can run in a controlled manner [108,109].

6. Applications of Extracellular Polymeric Substances in Biomass Harvesting and
Heavy Metal Removal
Ohne of the main applications of flocculating EFS 1s algal biomass harvesting. This
process carried out with conventional techniques is extremely costly. It can constitute even
"o of the total biomass production costs. Centrifugation is the most effective method for
harvesting within a short ime, but it is the most expensive technique [127]. The sedimenta-
Lon process 1s a more cost-efficient method; however, it is characterized by low efficiency.
Biomass can also be harvested m the processes of fltration and flocculation. Filtration is
not an appropriate solution when the biomass should not be contaminated with particles
from the filter (cellulose or diatomaceus earth) [127]. The most economically satisfying
solutions are autoflocculation or bioflocculation through co-culture with spontanecusly
flocculating algal species or the use of EPS. However, co-culture cannot be emploved when
pure culture has to be obtained. The most promising method for algal biomass separation
that causes no addilional contamination 1s the use of EPS or other biopolymeric substances.
The level of seli-llocculation of C. oulgarts JSC-7 was 76.3% or 85% when it was added to
non-flocculating algae [16]. 5. ohliquis AS5-6-1 EPS was reported to harvest 88% of non-
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flocculating 5. obliguus FSP-3 [17]. EPS play an important role in sludge dewatering [128],
flecculant stability and removal of heavy metals [92,129].

The ability of EPS to bind metals can be used for removal of heavy metals from
wastewater and soil. The capability of metal binding by exopolysaccharides is related to
the content of acidic groups (COOH) derived from galacturonic and glucuronic acid as
well as proteins, Other functional groups engaged in metal binding are -NH, -OH, -CO-,
phosphate, pyruvate, succinyl [130], and sulfate [131]. Itis also suggested that mannose and
rhamnose play an important role in metal complexing [6,130]. The interactions between
EPS and metal ions include electrostatic attraction or covalent bonding [130]. The capability
of copper binding by Scenedesmus acuminatus was examined by Lombardi et al. (2005) [130].
This microalga produces EFS that are a strong copper-complexing ligand. The authors
have found that the results are comparable with those obtained for Cyancbacteria, which
are known to have better metal complexing abilities than Chlorophyta. The polymer
contains 76% of mannose and 12% of uronic acids, which are crucial for the ability to bind
metals by EP5 [130]. In earlier studies, Lombardi and Vieira (1999) showed the copper
and lead complexing ability by EP5 produced by Kirchneriela aperta, which contained
19% of acidic sugars [132]. Kaplan et al. (1987) observed the metal binding capacity of
Chiarella stigmatophora EPS at the level of 0.215, 0,310, 0.03, and 1 mg g Uin the case of
Zn*, Cd*, Pb™, and Cu®, respectively [131]. EPS extracted from C. oulgaris accumulated
0.13 pg mg 1 of silver ions, which was 69% of the total metal concentration in the tested
system [133]. EPS-coated Chlordla pyrenoidosa cells adsorbed 36.7% and 22.8% higher
amounts of As(IIT) and As(V), espectively, than cells without EPS [134]. Similar results werne
obtained by Xieetal (2020) for C. vulgaris. EPS-coated cells adsorbed about twofold higher
amounts of cadmium ions than EPS-free cells [135]. The authors also investigated the role
of proteins in the process of cadmium adsorption. The results showed that deproweinized
EFS reduced adsorption capacity by 70% [135]. In other studies, Freire-Nordi et al. (2005)
found the highest manganese sorption (8.52 mg g !y by EPS in cyanobacteria Anabaena
spiroides. This polymer has a high content of mannose {which is one of the three main
sugars) and 8% of uronic acid [129].

7. Conclusions

Currently, the interest in algal biomass is mainly focused on its commercial use,
whereas algal post-culture media, which are a source of extracellular poly meric substances
released by algal cells, are unused. The analysis of the studies presented in this review
shows that the physical and chemical culture conditions are largely involved in increasing
productivity and in the properties of microalgal extracellular polymeric substances. Addi-
tonally, many studies have reported that EPS production is influenced simultaneously by
several factors and the cell response is also species-specific. Given the induction of EPS
by the presence of metals and their sorption properties, EPS can be applied in wastewa-
ter management. Bioflocculants, such as microalgal extracellular poly meric substances,
significantly increase the safety of harvested biomass, as they are biodegradable but not
toxic. Moreover, they enrich biomass or can be extracted in further processing and used
n accordance with their properties. Research on extracellular polymeric substances is
important for application thereof in the processes of wastewater bio-management and
microalgal harvesting,
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Abstract: In the present study, the potential of kad and cadmium removal by the extracellular poly-
meric substances (EPS) produced from Parachiordla kessleri and Chiore la oulgarts were investigated.
Carbohydrates wene the dominant components of EPS from both analveed species. The contents of
reducing sugars, uronic acids, and amino acids were higher in EPS synthesized by C. oul garis than
in EPS from P kessleri. The analysis of the monosaccharide composition showed the presence of
rhamnose, mannose and galactose in the EPS obtained from both species. The ICP-0ES (inductively
coupled plasma optical emission spectrometry) analyses demonstrated that C. tuigaris EPS showed
higher sorption capacity in comparison to P kessleri EPS. The sorption capacity of C. pulgaris EPS
increased with the increase in the amount of metal ions. P kessleri EPS had a maximum sorphon
capacity in the presence of 100 mg,/L of metal ions. The FTIR analysis demonstrated that the carboxyl,
hydroxyl, and carbonyl groups of EPS play a key role in the interactions with metal ions. The present
study showed C. oulgaris EPS can be used as a biosorbent in bioremediation processes due to its
biochemical composition, the presence of significant amounts of negatively charged uronic acids, and

higher sorption capacity.

Keywords: metal removal; beavy metals; ICI-OES; microalgae

1. Introduction

Environmental pollution is an effect of progressive industrialization and urbanization.
Heavy metals constitute one of the most serious threats among pollutants. Most of the
physicochemical methods used for the removal of heavy metals from water environments
are characterized by such disadvantages as low efficiency or the generation of sludge [1].
Therefore, the possibility of using microorganisms and their properties in the processes
of the removal of harmful substances from polluted environments has been arousing
increasing interest. These processes can take place via extracellular biosorption, i.e., binding
heavy metal ions by extracellular polysaccharides.

Given their ability to produce exiracellular polymeric substances (EPS), microalgae can
be used for the biosorption-based purification of aquatic enwironments. EPS are one of the
metabolites synthesized by unicellular algae and secreted by the cell into the surrounding
environment. They play an important role in the protection of algal cells against heavy
metal toxicity. EPS are complex molecules consisting of carbohydrates, proteins, uronic
acids, nucleic acids, and other substances [2].

Lead is a heavy metal and is particularly dangerous to the nervous system, as it
penetrates through the blood-brain barrier and competes with Ca and Zn binding sites [3].
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Pb accumulated by plants affects their morphology and physiology, e.g., seed germination,
seedling growth, ce]lreproducl:mn chlorophyll production, and transpiration [4]. Lead,
as well as cadmium, has no function in living organisms. Environmental Cd pollution
is caused by its industrial application and the use of phosphate fertilizers. Cadmium
poisoning may result in multi-organ damage, including the liver, kidneys, adrenal glands,
and the hemopoetic systemn. The toxicity of Cd is related to its affinity to the 5-5 and -SH
groups of proteins and therefore for enzymes and transporter systems. Exposure to this
metal leads to the activation of oxidative stress, which results in damage to DNA, protein,
and lipids [5].

Chilorella vuigaris and Parachlordla kessleri are unicellular freshwater green algae rep-
resenting the family Chlorellaceae from the class Trebouxiophyceae [6,7] Due to their
high growth rate, high lipid productivity, and low tendency to aggregate, these species
are considered as a suitable candidate for industrial application [7]. The properties of EPS
depend largely on their chemical composition. Lombardi et al. (2005) indicated that the
carboxyl groups of EPS are mostly involved in copper complexation [8,9]. Additionally,
proteins were found to be important in metal sorption by EPS produced by C. tulgaris (Cd
and Ag sorption) and Chlorella pyrencidosa (As sorption) [10-12]. However, these studies
did not determine the content of uronic acids, amino acids, and amino sugars, which
also have functional groups that can interact with metal ions. The exopolysaccharide
synthesized by P kessleri has not been studied to date in terms of its sorption properties.
The knowledge of the sorption properties of EPS from microalgae is important, as the
process of heavy metal binding by EPS reduces their toxicity to organisms in the environ-
ment. The conventional methods employed in the bioremediation of heavy metals, e.g.,
chemical precipitation, floatation, or electrochemical methods, often result in secondary
pollution [13]. Due to the presence of many functional groups, environmentally f'nendlv
microalgal exopolysaccharides are able to bind heavy metals [2]

The aim of this study was to determine the biochemical characteristics of the solu-
ble fraction of extracellular polymeric substances synthesized by unicellular microalgae,
P kessleri and C. vulgaris. Additionally, the cadmium and lead sorption ability of the ob-
tained EPS was studied. For this purpose, the amount of metal ions bound to the EPS was
determined using [CP-OES. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used to
identify functional groups involved in the EPS-metal interactions.

2. Results and Discussion
2.1. EPS Production

The results of the biomass yield as well as the yield and specific productivity of
soluble EPS are shown in Table 1. There were no statistically significant differences in
the biomass yield between P kessleri and C. vulgaris. I kessleri was found to be a more
effective EPS pmdueer than C. vulgaris. The EPS yield and EPS specific productivity in the
case of P! kessleri were 16.6% and 21.3%, respectively, higher in comparison to C. oulgaris.
This allows the formulation of a hypothesis that P kessleri cells are more efficient in EPS
synthesis than C. vulgaris cells. The results of the present study show that the EPS yield
was lower than that reported in the literature [14]. The low productivity determined in
the present study may be associated with the separation of the soluble fraction of total
EPS. Addlhunal]v, the EPS synthesis was analyzed in optimal conditions for cell growth
without the application of stress factors, which increase EPS production. The level of EPS
production depends on the species and cultivation conditions [2]. The yield of extracellular
peolymeric substances is also influenced by the extraction and purification methods. In the
case of alcohol precipitation, the EPS ue]d is influenced by the temperature and polarity of
alcohol [15]. Since different methods for EPS isolation are used, it is difficult to compare
the EPS yields obtained in different studies.

124



Molecules 2022,

- =
27,715

Jel 15

Table 1. The biomass yvield and the productivity and biochemacal composibion of EPS sy nthesized by
P kessleri and C. tulgaris. The superscript letbers (a, b) in the table indicate statistical significance of
the presented results analyzed by ANOVA Tukey's test (p 2 0005) (EPS= 1 mg/ml; n = 3; £5D).

F kessleri C. vulgaris

Biomass yield [g/L] 077 £ 0.08* 086 £ 0082
EPS yield [mg/L] 1249+ 1.21°% 1042 1202
EPS specific productivity [mg,/ g T 1618 £ 109" 1273 £ 2092

Compound [ug/mg EFS]

Carbohydrates ! 6350 £ 1532 ST+ 19Y

Proteins ! 55+041F 754015
Redudng sugars 2 1582 £7.30° 2064 £ 417F
Uronic acids 2 123.0 £ 2467 1341 £ 502F

Amino acids 2 144+ 0847 354 £132F

Amino sugars 2 421020 44+ 0322

T Non-hydrolyzed EPS; T Hydrolyzed EPS.

2.2, Chemical Composition of EPS

The chemical composition of EPS (Table ‘lj shows that both studied EPS consist
mainly of carbohydrates, which accounted for 57% and 63% of the samples derived from
C. wi’(;.rm-z and P kessleri, respectively. The total cc.rhohvdmlr content was higher in the
polymer synthesized by P kessleri (635 ug/mg) compared to EPS produced by C. oulgaris
(577.3 ugjmg} which indicate that the isolated EPS are extracellular poly saccharides. These
results are comparable to those obtained by Capek (2019) for C. vulgaris EPS, where the
sugar content in EPS was 67% [6]. In this study, the amount of protein in the examined
exopolysaccharides was 0.55% and 0.75%, which is lower than the values reported by the
literature data [14]. The results showed statistically significant differences in the content of
reducing sugars, uronic acids, and amino acids between the EP5 of C. vulgaris and F. kessleri.
The hydrolyzed EPS of both analyzed species consisted mainly of reducing sugars and
uronic acids. The analysis showed higher content of reducing sugars, uronic acids and
amino acids in the EPS synthesized by C. tulgaris. The same levels of amino sugars were
detected in both samples (Table 1).

The content of uronic acids in this study are in agreement with the results obtained for
C. vulgaris EPS by Ogawa (1999), who reported the level of 14% of glucuronic acid [16]. In
turn, El-Naggar (2020) found that the content of uronic acid in polysaccharides extracted
from C. vulgaris was 17% [17]. Other investigations have demonstrated that the content
of uronic acids in microalgal EPS may vary. Differences in the uronic acid content in
EPS, ranging from 6.0% to 14% were observed for microalgal strains from the family
Drictyosphaerium [18]. It has been reported that the content of uronic acids is one of crucial
factors for the ability of EFS to bind metal ions [8]. As suggested by Lombardi et al. (2005),
the carboxylic groups of uronic acids are primarily responsible for binding copper by
EPS derived from Scenedesmus acuminatus [5]. In the present study, a small amount of
amino sugars was detected (0.42 and 0.38% in I kessleri and C. vulgaris EPS, respectively ).
Although amino sugars are present mostly in cyanobacterial EPS [19], glucosamine has
been detected also in EPS from Dictyosphaerium chiorelloides and D. tetrachlorum (0.68-1.6%
wt.) [18].

The monosaccharide composition determined using TLC analysis showed the pres-
ence of thamnose, xylose, mannose and galactose in EPS synthesized by P kessleri, while
rhamnose, mannose and galactose were detected in the EPS of C. oulgaris (Table 2).

The analysis of TLC plates showed that rhamnose was the dominant sugar in the
studied EPS synthesized by F kessleri and C. vulgaris. The results correspond to those
reported by Ogawa (1999) and Capek et al. (2020) [6,16]. As demonsirated by El-Naggar
etal. (2020), C. vulgaris polysaccharides are composed of glucose and rhamnose as the dom-
inant EPS components with lower contents of fructose, maltose, lactose, and arabinose [17].
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The differences in the sugar composition of exopolysaccharides, even those derived from
the same species, indicate that a number of factors, e.g., culture conditions or the type of
nutrition, can influence the structure of EPS. The composition of the EFS monosaccharide
is important for elucidation of the EPS functions and application potential [15].

Table 2. Monosaccharide compasition of EPS synthesized by P kessleri and C. ulgaris. Retention
factor (Rf} 15 the distance travelled by an individual component divided by the total distance travelled
by the solvent

R¢ P kessleri C. vulgaris
Fha 077 0,50
Xyl (.68 -
Man 0.56 0.56
Gal 043 0.41

The ICP-OES analysis was performed to determine the content of essential elements in
the EFS of the two analyzed microalgal species (control samples); its results are presented
in Table 3. The obtained data indicate that the content of the elements in the EPS differed
between the algal species. The Ca content was nearly 2-fold higher in the C. oulgaris EPS
than in the P kessleri EPS. Additionally, the EPS from C vulgaris had higher contents of P
and S. Higher Mg levels were observed in the EPS synthesized by F. kessleri. Other elements,
inc]uding1Na and K, did not incorporate into the EP5 structure at amounts higher than
4 ug mL

Table 3. Elemental composition of P kessleri and C. vulgaris EPS (ug/mgh (£50; 1= 3).

Element B kessleri C. vulgaris
Ca 4530 + 0.55 86.73 + 0.0
Mg Mz 007 20,02 £ 010
Mn 349 £ 002 0.76 £ 0L.00

P 4.85 £ 0.58 18.00 £ 091
S Ti6+ 011 4461 £ 014
Zn 23 E0m 0.54 £ 0,01

The studied EPS are characterized by high contents of Ca, Mg, 5, and lower amounts
of Fe, K, MNa, Mn, and Zn in the EPS from both species. Jiao et al. (2010), who studied
the metal composition in EPS extracted from biofilm growing on acidic mine drainage
solutions, observed that the EPS metal composition was closely associated with the growth
medium composition. The acidic mine drainage solutions contained mainly Fe and Al, and
so did the extracted EP5 [20]. In the BG-11 medium used in the current study, Ca and Mg
are present in the highest concentration, which corresponds with the content of these metals
in EPS. The presence of divalent ions, such as Ca (IT) and Mg (II), was also detected in, for
example, EPS produced by diatoms. These cations are involved in cross-linkages between
the sugar molecules of EPS [21]. The analyzed EPS contained high amounts of sulfur. This
element may incorporate into EP5 in the form of sulfate groups [22]. [t was reported that
C. vulgaris synthesizes sulfated EPS. The content of SO,2 residues in C. vulgaris EPS was
determined by El-Maggaret al. (2020), who reported a sulfate content of 2100654 mg,/g [17].

2.3, Metal Sorption
231 ICP-OES Analysis

The ICP-OES analysis showed metal concentration-dependent differences in the cad-
mium and lead-] blndmg capacity between the EPS from P. kessleri and C. vl garis. Greater
differences in this parameter of EPS synthesized by P. kessleri and C. vulgans were found
in the case of lead ion removal (Figure 1). The Pb ion removal potential of the P. kessleri
EPS decreased with the increase in the metal concentration from 47% at 10 mg/L to 25.5%
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at 150 mg /L Pb (II). In the case of the EP5 synthesized by C. tulgaris cells, the highest
value of lead ion removal (49.3%) was achieved at 100 mg/L Pb, whereas the lowest re-
moval was observed in the presence of 50 mg/L Pb (lI). In the case of Cd (I} ions, the
statistical analysis showed that both studied EPS removed cadmium at the same level at
the metal concentration of 10-50 mg/L, and significant differences were observed only in
the presence of Cd (II) at the concentration of 150 mg,/L.
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Figure L. Removal potential of EPS from B kessleri (light grey bars) and C. ulgaris (dark grey bars)
towards Pb (IT) and Cd (II). The letkers (a, ab, b, c, d) on the graphs indicate statistical significance of
the presented results analyveed by Tukey test (p = 0.05).

The calculation of the amount of adsorbed metal ions on the EPS in both species
showed several times higher affinity of lead than cadmium for the studied EFS (Table 4).
The highest cadmium accumulation levels were 35.35 and 48.67 mg/g, and the maximum
lead sorption values were 264.1 mg/g and 573.6 mg/ g for the EPS from I kessleri and
C. vulgaris, respectively. The EPS of P. kessleri showed a sorption maximum in the presence
of both Cd (IT) and Pb (II) at the concentration of 100 mg,/ L. The sorption capacity of EPS
from C. vulgaris increased with the increasing metal ion concentration in the presence of
both cadmium and lead ions. This may be related to the fact that this polymer has a greater
number of binding sites that have not been saturated. EPS from C. vulgaris contain higher
amounts of uronic acids and amino acids, which have carboxyl and amine groups, involved
in the metal-EPS interaction [£].

Table 4. Sorption capacity of EPS synthesized by P kessleri and C. vulgaris toward Cd (1I) and Pb (II).
The superscript ketters (a, ab, b, ¢, and d) in the table indicate statistical significance of the presented
results (Cpps = 100 mg/ g ANOVA, Tukey s test, p = 0.05) (£SD).

Sorption Capacity [mg/g]

Metal Ion
Concentration [mg/L] Cd (m Pb D
P kessieri C. vuigaris P kessleri C vulgaris
10 3854 106" 37iaLlore 5096 £ 1.552 074 L0s52
50 157 £234* 22734+ 1mbP 15727 £ 1.59F 79434 238°F
100 35.35 + 3.18° 41.1 £ 4.15¢ 2641 £1032° 49085+ 1.06°
150 2633 £ 49330 4gE7 L208d %304 200° 5736+ 10619

The sorption capacity of the studied EPS toward Pk (IT) was approximately 10-fold
higher than in the case of Cd (II). The sorption mesults are in agreement with those obtained
for EPS derived from bacteria Paenibacillus jamilae. The authors observed that EPS adsorbed
189.53 mg/L Pb (II) and 21.93 mg,/L Cd (II} in the one-metal system containing 0.1 mM
of metal ions [23]. Similar results were obtained for EPS synthesized by Rhodococcus
rhodococcus, which adsorbed approx. 200 mg/ g Pb (II) and approx. 30 mg/g Cd (II) [24].
The EPS sorphion capacity depends not only on different environmental parameters, but
also on the properties of heavy metals. The preference of EPS for lead ions may be correlated
with differences in the hydration energy and the hydrated ionic radius of lead and cadmium
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ions. Due to their lower hydration energy than cadmium ions ((Pb (II) < Cd (II)), lead ions
are more easily adsorbed, “which contributes to quicker and more efficient adsorption) [25].
Reddad et al. (2003) suggested that cadmium ions have lower affinity to polysaccharide
than lead [26].

The ICP-OES data indicated species-specific differences in the concentrations of ele-
ments released from EPS in the presence of cadmium and lead ions in comparison with
the control samples (Table 5). Ca, Mg, and S were the main elements present in the control
sample. A high concentration of these elements was also detected in the EPS composition
Therefore, the presence of the studied elements in the solution was the result of release
from EPS. The presence of Cd and Pb ions resulted in a decrease in the amount of elements
released by EPS from P kessleri, in comparison to the control. An approximately Two-fold re-
duction in the Ca ion content in the solution was observed after cadmium sorption. In turn,
in the presence of lead at concentrations of 10 mg/L and 50 mg/L, the release increased,
and the reduction was observed only at the Pb (II) concentration of 150 mg,/L. Increased Zn
release was also noticed afier the lead treatment at a concentration of 100 mg/L of P. kessleri
EPS, compared to the control. In turn, the elemental analysis of the solution after metal
sorption by C. vulgaris EFS showed a decrease in the release of Ca, Mg, and 5 ions (except
Pb (IT) at 50 mg /L), while the amount of P and Zn in the solution increased in the presence
of both cadmium and lead ions.

Table 5. The concentration of elements rebeased from EPS to solution afer cadmium and kad sorption
in companson to control sample (EPS dissolved in demimeralized water) {+50).
Element Cd (I} [mg/L] Fb (11} [mg/L] Control
[mg/mL] 10 e 100 150 10 e 100 150
EPS P kessleri
Ca Ie+002 265003 374+002 2854002 79RO T ZO0R TFOF005 536+0MM 712013
Mg 2153+ 001 25 002 A5+ 002 2924001 350001 313 000 315 £ 0.00 339+ 002 333 = (4
Mn 002000 001 =000 QO0Z+000 QO1+000 005000 005000 004 +0.00 <001 0.55 £ 001
P 091 +003 070001 0QF3+004 O0O574+007 020004 036 =008 Q15010 0024001 104 = 008
5 1654001 139+001 216+002 181+002 245+001 196001 1314001 2204001 3214006
£n 058 +000 Q49001 034000 03612000 022000 Q65000 093000 0132000 069006
EFS C. ol garis
Ca 6.58 + (.01 S8 +00F &47+002 4424001 405003 83000 549008 563+00F 7942002
Mg 153 £ 0000 1.45 =001 L&+ 0.01 L&l £ 0.00 L0 £ 001 220 + 0.1 129 +0.10 L16 £+ Q02 196 + 003
Mn 006+ 000 Q05000 QO05+000 QO5+000 003000 O006=000 004000 O04+000 =0.01
P LOS £ 006 090005 Q93+012 O081+00 060003 073016 O061+000 O0&5+004 000 000D
5 3.08 £ 001 269 002 285002 29%+001 1942001 3920058 2251006 L0+ 007 317 =02
Zn 070+ 000 086000 Q56+ 0.01 104 £+ 0.01 0834 £ 000 109000 L1L51+005 055+001 0.20 £ QDD

It was observed that, in a multi-metal system, only Pb interacted with EPS at a similar
level as in a one-metal system, whereas Cd was susuephble to the effects of the presence
of other metal ions [23]. In the current study, EPS contained high amounts of Ca and
Mg, which were released to the solution (Table 5); this may affect cadmium affinity to the
exopolysaccharide.

2.3.2 FTIR Analysis

The FTIR spectra of EPS produced by P kessleri and C. tulgaris are presented in Figure 2.
The EPS derived from P kessleri and C. vulgaris produced similar FTIR spec-tra, although
the E kessleri EPS had a more heterogeneous 950-700 cm 1 region. Both EPS had bands
at 2038 em 1, 1730 em ! and 1416 em—!. The EPS isolated from P kessleri showed the
presence of bands at 3317 cm 1, 1608 cm 1, 15307 cm 1, 1249 cm 1, 1046 cm 1, 906 cm 1,
860 cm !, 815 cm !, 776 em ), and 707 e L I turn, the spectrum of EPS derived from
C. vulgaris had bands at 3306 cm 1, 1597 em 1, 1247 em 1, 1035 cm 1, 834 cm 1, and
791 cm ! (Figure 2, Table 4).
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Figure L FTIR spectra of EPS from F kessleri (A,C,E) and EPS from C. vulgaris (B.D,F) before (A, B)
after additions of cadmium (C,D) and lead (EF) in the range of 3750-650 cm ™" (the region 2750
1750 cm ! was removed due to the lack of spectral features).
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The analysis of the FTIR results showed that the spectra of both EPS contain bands
typical for polysaccharides. The bands at approximately 3310 em™? and 2938 cm ™! are
characteristic for stretching vibrations of -OH groups and -CH groups, respectively [Z7]. The
1750-1100 et region is characteristic for functional groups, such as esters, and the region
below 1100 em ! is typical of ring and o and B linkage vibrations. The spectra of both
samples show bands typical for esterified carboxyl g:rouhs {1730 em 1) and asymmetric and
symmetric vibrations of carboxylic ions COO™ (1608 cm ! for P kessleri and 1597 cm ™! for
C. tulgaris, and 1416 cm 7, respectively). These carboxyl groups may originate from uronic
acids [28]. The bands at 124% and 1247 cm Vin P. kessleri and C. tulgaris, respectively, may
indicate the presence of phosphate groups [29] or sulfate groups [20]. The FTIR spectra of
both EFS show the presence of stretching C-0 and bending C-OH vibrations (1035 cm T and
1046 em 1) [27,31]. The bands with lower wavenumbers (950-700 cm 1) are characteristic
for pyranose and furanose rings as well as o- and B-glycosidic bonds [31,32]. The bands
at 815 cm ! and 906 cm ! observed in the P, kessleri EPS may indicate the presence of
mannose or mannuronic acid [30,23]. Mannan is also observed at 1147 cm ! [30]. The band
at 776 em ! was characterized as typical for guluronic acid [33] as well as the 791 cm 1
band in C. oulgaris EPS [34]. The band at 834 cm ! found in the C. tulgaris EPS was assigned
toa sulfated galactose unit [20]. The monosaccharides identified based on the FTIR spectra
correspond to the results obtained from the TLC analysis, which also indicated the presence
of mannose and galactose. In tumn, the analysis of the elemental composition of EFS showed
a higher concentration of sulfur than phospherus; hence, the bands at 1247 and 1249 cm !
may rather indicate sulfate groups.

Table 6. FTIR band assignment for the EPS of P kessleri and C. oulgaris.

Species Assignment Interpretation References
F kessleri C. vulgaris

Wavenumber (em ! I

furanose and pyranose

776, 815, 860 7a1, 534 (20, 5(CH) rings of saccharides ::ﬂ
o- and B-glycesidic bonds :
Tk 1035 v(CO), SCOH) Bi1,4) glycosidic bond [31]
1249 1247 as(PO), vs(SO) Fﬁ?::ﬁi‘;’:“ ﬁ;}
1416 1416 v (OO} carboxymethyl groups [31]
1608 15497 vas (COO) carboxymethyl groups [31]
1730 1730 W(C=0) ubh:riﬁuj;:;?l;gégwup&, :'_;T}
19 438 vae{ CH) hydrocarbon bond [27]
3358 3306 w{OH) hydroxyl groups [27]

In the presence of Cd (II) ions, the band of O-H groups in the C. tulgaris and P! kessleri
EPS shifted from approximately 3310 em ! to 3355 em ! and 3358 ecm !, respectively
(Figure 2). The band at 2938 cm ! shifted to a lower value of approximately 2920 cm 1
There was a band at 1623 em !, which was not cbserved in the control sample. Under the
influence of Cd (1), the bands at around 1600 cm ! and 1416 cm ! were shifted to lower
wavenumbers in the P kessleri EPS but did not change in the case of the C. oulgaris EPS. The
new band that appeared in the region 1400-1300cm ! for the C. vulgaris EPS was shifted
from 1372 cm ! {Cd 10 mg/L) toward 1301 cm 1 (Cd 50 mg/L, Cd 100 mg/L, and Cd
150 mg/L). Moreover, bands at 858 cm L 815 em~ !, and 742 em! were observed in the
anomeric region.

The analysis of the FTIR spectra after Pb (II) sorption showed a shift of OH groups
from 3306 cm ™! to 3354 cm ! in the C. vulgaris EPS, while this band in the P, kessleri EPS did
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not change. The band of CH groups shifted from 2938 cm Do 2020 em ! and 2929 em Y in
the EPS from C. mulgaris and P kessleri, respectively. A band of esterified carboxylic groups
{1730 cm 1) was observed only in the C. pulgaris EPS. In turn, a 1621 cm ! band appeared
in the P. kessleri EPS. In both samples, the bands of COO~ groups shifted from 1600 cm !
and 1416 em ™! to lower values, as in the presence of Cd (II) (Figure 2). In the anomeric
region, bands at around 850 cm 1 and 788 cm— ! were observed. Additionally, a sharp
band at 680 cm ™! was observed in P, kessleri EPS treated with Pb ions at a concentration of
50 mg/L and 100 mg/L.

The FTIR analysis of EPS after metal sorption showed the interaction of OH groups
with Cd (II) ions in both samples and with Pb (I} in the case of the P kessleri EPS. The
shift in the OH band was also observed after Cd (II) treatment of Bacillus cereus EPS [35].
After the metal treatment in this study, the band at 1730 cm ! disappeared, except for the
I kessleri EPS in the presence of Pb (IT). This indicates the involvement of carboxylic esters
in the binding of metal ions [28]. Moreover, the bands around 1600 cm Tand 1416 em !
characteristic for COO~ observed in all tested samples shifted to lower wavenumbers,
which indicates that carboxylic ions can also take part in ion binding [36]. Due to the use of
cadmium and lead nitrates in the experiment, the bands in the region of 1372-1301 cm !
may indicate antisymmetric stretching vibrations of N-O [37]. The anomeric region (900
750 em 1y of the studied EPS was also affected by the addition of the heavy metal ions,
and the bands identified for mannose, mannuronic acid, and guluronic acid were shifted
or their intensity increased, which also evidenced that the ions were attached to the sugar
unit. The band at 680 cm ! observed in the EPS from P kessleri in the presence of Pb (II)
may indicate formation of lead oxide [38]. The metal-oxide interaction may be another
explanation [39].

The FTIR spectroscopy results obtained in this study confirmed the presence of major
functional carboxy], carbonyl, and hydroxyl groups in the EPS of both analyzed species.
The FTIR spectra of EPS pmduoed bv C vui’g&rr.s and P, kessleri before and after the SOTp-
tion indicate involvement of mainly the -COO™, -COH, and -OH groups in this process.
Mota et al. (2013) reported that the -.arbcnwl ami hydroxyl groups played a more impor-
tant role in the binding of metal to polysaccharides released by Cyanothece sp. CCY 0110
than other functional groups [40]. Based on results obtained after 2D-FTIR-COS analysis,
Xie et al. (2020) reported that Cd (II) ions affect EPS in the following order: CO {carboxylic
acid), COO (amino acids), C-OH {proteins), C-0-C, and C-OH (polysaccharides) [10].

The data obtained in the present study indicate that the higher sorption capacity
of EPS synthesized by C. mulgaris in comparison to EPS from P kessleri is related to the
differences in the biochemical composition of both materials. EPS from C. oulgaris contain
higher amounts of protein, amino acids, and uronic acids. The presence of e.g., uronic
acids in EF5 is responsible for their overall negative charge [8]. EPS containing negatively
charged components such as uronic acids are characterized by a high metal-complexing
capacity and are considered promising for the removal of toxic metals from contaminated
environments [10].

The TLC results confirmed the presence of mannose in the EPS from both species
analyzed in the present study. The shift of bands characteristic for the skeletal vibration
region of pyranose and furanose of the main skeleton and sugar residues after the addition
of heavy metal ions was also confirmed by the FTIR analyses performed in the current
study. Allard and Casadevall (1990 mpcrted that mannose is one of the sugars responsible
for the formation of complexes with heavy metals, e.g., with lead [41]

3. Materials and Methods
3.1. Culture Strains and Pre-Cultivation

Parachlorella kessleri 250 and Chiorella vulgaris 898 was obtained from the Culture
Collection of Autotrophic Organisms (Trebofi, Czech Republic). The inoculated algal
cultures were grown in shaken Erlenmeyer flasks in sterilized liquid BG-11 medium at
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6l umol,v'mz,v's light intensity and continuous light (24 h light /0 h dark) and aerated with
zterile air.

3.2 Experimental Set-Lp

The strains were grown in triplicate in 5000 mL glass bottles with a working volume
of 2500 mL of sterilized BG 11. The batch cultures were maintained at the continuous light
intensity of 60 umol/m?/s at21 + 1°C in a temperature-controlled room. The cultures
were continuously aerated with sterile air and shaken at %0 rpm.

3.3. Isolation of EP5

After 22 days of cultivation, the cells and culture medium were separated by centrifu-
gation at 9000 rpm for 30 min at 4 "C. Next, the cell-free supernatant was filtered under
reduced pressure and concentrated using a rotary evaporator (20 mBar, 38 “C, Heidolph,
Gemmany). An alcohol precipitation method was used for EPS isolation. EFS was precipi-
tated from the supernatant by adding two volumes of ethanol (2:1 v/v), stirred, and left
for72h at 4 “C. Next, the solutions were centrifuged at 9000 rpm for 30 min, dissolved in
demineralized water, and dialyzed for 72 h at 4 "C. The EPS obtained was ireeze-dried,
redissolved in demineralized \-:rater, and left for 24 h at 4 *C. To obtain water-soluble EPS,
the samples were dissolved in demineralized water and centrifuged, and the supernatant
was lyophilized. Next, the samples were dissolved in demineralized water to a final
concentration of 1 mg/mL and stored at 4 “C until analysis [42].

3.4 EPS Production

To determine the efficiency of EPS synthesis, the EPS yield and specific productivity
were calculated. The total dry Wﬂght of biomass was calculated by the following formula:

DW,=DW -V (1)

where DW, is the total dry weight of the cultured biomass [g]; DW is the biomass concen-
tration [g/L]; and V is the culture volume [L].
Then, specific EPS productivity was calculated by

Specific EPS productivity [mg/ gl = Weps/DW, (2)

where Wpg is the weight of lyophilized EPS [mg], and DW1 is the total dry weight of
cultured biomass [g].
The EPS yield was calculated per culture volume:

EPS yield [mg/L] = Wgps/V (3
where Weps is the weight of lyophilized EPS [mg], and V is the culture volume [L].

3.5, Analysis of Chemical Composition of EPS
3.5.1. Biochemical Composition

The total sugar content was determined with the phenol-sulfuric method using glu-
cose (POCH, Poland) as a standard [43]. The protein concentration was estimated with the
Bradford method using bovine serum albumin (Sigma Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) as a
standard [44].

To determine the content of uronic acids, amino sugars, reducing sugars, and amino
acids, samples of EPS weme hydrolyzed. Water solutions of EPS were hydrolyzed using 4 M
trifluoroacetic acid (TFA). The process was carried out at 100 “C for 4 h in a thermoblock
{Macherey-MNagel, Duren, Germany) [42]. The samples were evaporated in a vacuum
centrifuge, dissolved in demineralized water, and evaporated three times to remove TFA.
After that, the hydrolyzed samples were dissolved to a final concentration of 1 mg/mL
and stored at 4 “C until analysis. The content of reducing sugars, uronic acids, and
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amino sugars was determined using the Somogyi-Nelson [45], carbazole-sulfuric [46], and
modified Elson—Morgan methods [47], respectively, with glucose (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA), galacturonic acid (Sigma Aldrich, 5t. Louis, MO, USA), and D-glucosamine
(Glentham Life Science, Corsham, UK) as standards, respectively. The concentration of
amino acids was measured with the ninhydrin method [45] using glycine (POCH, Gliwice,
Poland) as a standard.

3.5.2 Monosaccharide Composition

The sugar composition was analyzed by thin layer chromatography (TLC) using
silica gel-coated TLC plates (Merck, Darmstadt, Germany). Glucose, galactose, mannose,
fructose, xylose and rhamnose (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a concentration of
1 mg/mL were used as standards. Then, 30 uL of hydrolyzed EPS and standard solutions
were transferred on TLC plates (Merck, Darmstads, Germany) and dried. The plates
werte placed in a chromatographic chamber, which was first saturated by the developing
phase containing 1-propanol:ethy] acetateswater 4:0.5:0.5 o/ for 2 h. Chromatograms were
developed for 4 h; then, the plates were dried and sprinkled with 10% H;50y in ethanol
and heated at 100 “C for 15 min to visualize separated compounds [49].

3.5.3. Elemental Composition

Additionally, the elemental composition of EPS was examined to evaluate the sorption
capacity toward ions contained in the growth medium. For this purpose, lyophilized
samples were dissolved in 5% HNOy to a final EPS concentration of 100 mg/L. The
measurements were performed using the ICP-OES method.

3.6. Metal Sorption
3.6.1. Preparation of Solutions and Sorption Experiment

For the experiment, the following concentrations of Pb(NO3); and Cd({NO3)2-4H O
were used: 10, 50, 100, and 150 mg,/ L. Samples for the sorption process were prepared by dis-
solving EPS in lead and cadmium nitrate solutions to a final EFS concentration of 100 mg,/L.
The procedure preparing sorption experiment was according to Dobrowolski et al. (2017)
with some modifications [24]. The pH value of the solutions was adjusted to 5. The samples
were agitated at 120 rpm for 30 min at 25 “C. Then, the supernatant was centrifuged at
9500 rpm for 12 min (Rotanta 460 RS, Hettich, Kirchlengern, Germany). The supernatant
was filtered using a hy drophilic 0.22 um PES filter (Chemland, Krakow, Poland). The con-
trol samples were prepared according to the same procedure, but the EPS were dissolved
inwater instead of metal solutions. After the sorption experiment, the filtrates were used
for measurement of metal ion concentrations with inductively coupled plasma iCAP 6500
Duo (ICP-0ES, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA] The pellet was freeze-dried
for FTIR analysis. The sorption experiments were performed in triplicate.

3.6.2 ICP-OES

To evaluate the ability of EPS to bind metals, the optical emission spectrometry with
inductively coupled plasma analysis was employed in this study. The samples were
measured with the use of ICP-0OES iCAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) equipped with a charge injection device (CID) detector and TEVA software.
CC5-6 obtained from Inorganic Ventures (Christiansburg, VA, USA) was used as a standard
solution for the determination of elements (100 pg/mL in 7% HNO;, Inorganic Ventures,
Christiansburg, VA, USA). The device worked at the following parameters: RF generator
power 11530 W, RF generator frequency 27.12 MHz, carrier gas flow rate 0.65 dm?/ min,
coolant gas flow rate 16 dm?/ min, and auxiliary gas 0.4 dm?*/ min. The wavelength was
220.353 nm for the determination of the lead content and 214.438 nm for cadmium [50].
The following formula was used for the calculation of the percentage removal potential:

Removal potential [%] = {¢; — ¢)/ci - 100 % 4)
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The sorption capacity was calculated as follows:
Sorption capacity [mg/g] = (ic; — ¢} - VI/W )

where ¢; is the initial concentration of metal ions [mg/L]; ¢ is the concentration of metal
ions after incubation with EFS [mg/L]; V is the sample volume [L]; and W is the weight of
EPS in the sample [g] [51].

The content of Ca, Mg, Mn, I, Sand Zn in the solution after the sorption process was
determined as well.

3.6.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra were collected via a Nicolet
6700 FTIR spectrometer {Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The Smart iTR attenuated
total reflection (ATR) sampling accessory was used. Freeze-dried samples were placed
directly on the ATR crystal and measured. The spectra were collected over the range of
4000650 em . For each sample, 200 scans at a spectral resolution of 4 em ! were averaged.
These spectra were normalized to 1.0 at 1030-1046 cm 1. All spectral manipulations were
carried out using Crigin Pro 8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

3.7. Statistical Analysis

All experiments were performed in triplicate, and the mean value of the data was
reported.

The significance of the differences in the measured parameters was determined using
one-way ANOVA and Tukey's post-hoc test at p < 0.05, STATISTICA 12 (Statsoft, Inc., Tulsa,
OK, USA).

4, Conclusions

In order to determine the potential of the extracellular polymeric substances produced
by P kessleri and C. vulgaris to be used as biosorbents for heavy metal removal, their
biochemical characteristics and the Pb (II) and Cd (II) sorption capacity were investigated.
The productivity of EPS achieved 16.18 and 1273 mg/L, respectively for P. kessleri and
C. vulgaris. The analysis of the biochemical composition of the obtained EPS showed that
the main component of both polymers are carbohy drates. EFS synthesized by C. vulgaris,
although containing fewer carbohydrates, has a higher content of mducing sugars and
uronic acids, as well as proteins, amino acids and amino sugars by 23.4%, 83%, 26.7%,
59.3% and 4.5%, respectively. Rhamnose, mannose and galactose were identified in the
studied EPS, and xylose was also found in the EPS produced by P kessleri. The presence of
mannose and galactose was confirmed also by the FTIR spectrum.

The ICP-OES analysis of the elemental composition showed high contents of calcium,
magnesium, and sulfur in the EPS from P kessleri and C. mulgaris. The polymer produced
by C. vulgaris showed higher sorption capacity than EPS from P kessleri. For cadmium,
the sorption capacity was 45.9% higher, and for lead, 54.1%, in the presence of metal ions
of 150 mg/L. The results of the FTIR analysis indicate the invalvement of the carboxyl,
hydroxyl, and carbony] groups as binding sites for divalent cations of the analyzed heavy
metals on the surface of EPS. The results obtained in this study indicate that, due to the
significant amount of negatively charged uronic acids and amino acids, the EPS produced
by C. vulgaris have potential as biosorbents in water and wastewater bioremediation.
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Writing—original draft; M.C.: Methodology, Investigation, Beview and Editing; M.5-C: FT-Raman
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P.1: Babiak, W. (obecnie Ciempiel), Krzeminska, 1. (2021) Extracellular polymeric substances
(EPS) as microalgal bioproducts: A review of factors affecting EPS synthesis and application in
flocculation processes, Energies, 14, 4007.
Méj wklad w powyzsza prace obejmowal:

e wspotudzial w pisaniu manuskryptu,

o wspoludzial w edycji i korekcie manuskryptu,

e opracowanie problematyki i koncepcji manuskryptu,

e wspoludzial w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

ialeta  Cempret

Instytut Agrofizyki ul.Doswiadczalnad  tel: 817445061 www.ipan.lublin.pl

im. Bohdana Dobrzariskiego 20-290 Lublin faks: 81744 5067
Polskiej Akademii Nauk e-mail: sekretariat@ipan.lublin.pl
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dr hab. Izabela Krzeminska

Zaklad Fizycznych Wlasciwosci Materialow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.1: Babiak, W. (obecnie Ciempiel), Krzeminska, 1. (2021) Extracellular polymeric substances (EPS)
as microalgal bioproducts: A review of factors affecting EPS synthesis and application in flocculation
processes, Energies, 14, 4007.
Moj wklad w powyzsza pracg obejmowat:

e wspoéludzial w pisaniu manuskryptu,

e wspoétudzial w edycji i korekcie manuskryptu,

e nadzor naukowy,

e opracowanie problematyki i koncepcji manuskryptu,

e wspoludzial w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

*V\ermum RohoAS

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczaina 4 tel: 81744 50 61 WWW.' N |i ¥
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mgr Wioleta Ciempiel

Zaklad Fizycznych Wlasciwosci Materiatlow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Ninigjszym oswiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest moim wkladem
intelektualnym, a mdj udzial obejmowal:

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek, A., Wiacek, D., Jarosz-
Wilkolazka, A., Krzeminska, 1. (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.
Moj wklad w powyzsza prace obejmowatl:

o wspoludzial w opracowaniu koncepcji badar,

e wspoludzial w opracowaniu metodologii badan,

e przeprowadzenie zaplanowanych dos$wiadczen (prowadzenie hodowli, izolacja EPS,

okreslenie sktadu chemicznego, przeprowadzenie doswiadczenia sorpcji metali)

e analize i interpretacje uzyskanych wynikow,

s przygotowaniu manuskryptow,

o wspoludzial w edycji i korekcie manuskryptu,

e wspoludzial w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

. foo 74
/‘ otefa. Liemp'e

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel: 1744 50 61 www.ipan.lublin.pl

im. Bohdana Dobrzarskiego 20-290 Lublin faks: 81744 5067
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Lublin, 23.08.2023

dr hab. Izabela Krzeminska

Zaklad Fizycznych Wlasciwosci Materialow Roélinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oséwiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek, A., Wiacek, D., Jarosz-
Wilkolazka, A., Krzeminska, 1. (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.

Moj wklad w powyzsza pracg obejmowal:
¢ wspoludzial w opracowaniu koncepcji badan,
¢ wspoludzial w opracowaniu metodologii badan,
e wspoludzial w analizie wynikow,
e nadzorowanie prowadzonych badan,
e wspoludzial w przygotowaniu manuskryptu,
o wspoludzial w edycji i korekcie manuskryptu,

e wspoludzial w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

d(" iy \?.dh&,

ul Doéwiadczalnad  tel:817445061 www.ipan.lublin.pl

Instytut Agrofizyki
im. Bohdana Dobrzanskiego 20-290 Lublin faks: 81744 5067
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Lublin, 17.11.2023

dr Dariusz Wiacek

Zaktad Fizycznych Wiasciwosci Materialow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Os$wiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek, A., Wiacek, D., Jarosz-
Wilkotazka, A., Krzeminska, 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.

Modj wkiad w powyzsza prace obejmowat:

e przeprowadzenie oznaczen st¢zenia jonow metali za pomocg aparatu ICP-OES.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie

doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

Instytut Agrofizyki ul. Doéwiadczalna 4 tel.: 81744 5061 www_ipan_lublin.pl
im. Bohdana Dobrzariskiego 20-290 Lublin faks: 817445067
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dr hab. Monika Szymanska-Chargot, prof. [A PAN
Zaklad Mikrostruktury i Mechaniki Biomaterialow
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oséwiadczenie

Ninigjszym oéwiadczam, Ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek. A., Wiacek, D., Jarosz-
Wilkolazka, A., Krzeminska, 1. (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.

Maj wklad w powyzsza prace obejmowal:
e przeprowadzenie pomiarow widm FTIR,
e wspobludzial w opracowywaniem wynikow,

e wspoludzial w pisaniu manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel: 81744 50 61 www.ipan.lublin.pl

im. Bohdana Dobrzanskiego  20-290 Lublin faks: 81744 50 67
Polskiej Akademii Nauk e-mall: sekretariat@ipan.lublin.pl
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prof. dr hab. Artur Zdunek

Zaklad Mikrostruktury i Mechaniki Biomaterialow
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Ninigjszym o$wiadczam, ze w ponizszego manuskryptu inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek, A., Wiacek. D., Jarosz-
Wilkolazka, A., Krzeminska, 1. (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.

Méj wkiad w powyzsza prace obejmowat:

e udzial w korekcie manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyizsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

L

Instytut Agrofizyki ul. Do$wiadczalna 4 tel: 817445061 wwwjpanJublin.pl
im. Bohdana Dobrzanskiego 20-290 Lublin faks: 81744 5067
Polskiej Akademii Nauk e-mail: sekretariat@ipan.lublin.pl
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dr Magdalena Czemierska

Katedra Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek, A., Wiacek, D., Jarosz-
Wilkotazka, A., Krzemiinska, 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.

Moj wkiad w powyzsza prac¢ obejmowatl:
¢ wspoltudzial w opracowaniu metodologii badan,
e wspodtudziat w prowadzeniu badan,

e udzial w edycji i korekcie manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

Mol s b
i %

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel: 81744 50 61 www.ipan.lublin.pl!
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prof. dr hab. Anna Jarosz-Wilkolazka
Katedra Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, Ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.2: Ciempiel, W., Czemierska, M., Szymanska-Chargot, M., Zdunek, A., Wiagcek, D., Jarosz-
Wilkotazka, A., Krzeminska, 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.

Moj wkiad w powyzsza prace obejmowat:
e edycje i korekt¢ manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

(;
prof. dyfnab. Anna Jarosz-Wilkolazka

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel.: 81744 50 61 www.ipan.lublin.p!
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mgr Wioleta Ciempiel

Zaklad Fizycznych Wiasciwosci Materialow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest moim wkiadem
intelektualnym, a méj udziat obejmowat:

P.3: Ciempiel, W., Czemierska, M., Wiacek D., Szymanska, M., Jarosz-Wilkolazka, A.,
Krzeminska, I. Lead biosorption by extracellular polymeric substances isolated from mixotrophic
cultures of Parachlorella kessleri, Chlorella vulgaris and Vischeria magna: biochemical
composition and sorption capacity. Praca wystana do wydawnictwa
Moj wkiad w powyzsza prace obejmowat:

e wspotudzial w opracowaniu koncepcji badan,

e wspodtudzial w opracowaniu metodologii badan,

e przeprowadzenie zaplanowanych doswiadczen (izolacja EPS, okreslenie skfadu

chemicznego, przeprowadzenie doswiadczenia sorpcji metali),

e analiz¢ i interpretacj¢ uzyskanych wynikow,

e przygotowanie manuskryptu,

e wspodtudzial w edycji i korekcie manuskryptu.

Liotela Cem?

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel:81744 5061 www_ipanjub“n-pl
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Lublin, 22.11.2023

dr hab. Izabela Krzeminska

Zaklad Fizycznych Wlasciwosci Materialow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oséwiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.3: Ciempiel, W., Czemierska, M., Wiacek D., Szymanska, M., Jarosz-Wilkolazka, A.,
Krzeminska, I. Lead biosorption by extracellular polymeric substances isolated from mixotrophic
cultures of Parachlorella kessleri, Chlorella vulgaris and Vischeria magna: biochemical
composition and sorption capacity. Praca wystana do wydawnictwa

MG6j wkiad w powyzsza pracg obejmowat:

wspotudzial w opracowaniu koncepcji badan,
wspotudzial w opracowaniu metodologii badan,
wspotudzial w analizie wynikow,
nadzorowanie prowadzonych badan,
wspotudzial w przygotowaniu manuskryptu,

wspoludzial w edycji 1 korekcie manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

Instytut Agrofizyki

hepwake ool

ul. Doswiadczalna 4 tel 81744 50 61 www.ipan.lublin.pl

im. Bohdana Dobrzanskiego 20-290 Lublin faks: 81744 5067

Polskiej Akademii Nauk
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dr Dariusz Wiacek

Zakltad Fizycznych Wlasciwosci Materialow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.3: Ciempiel, W., Czemierska, M., Wigcek D., Szymanska, M., Jarosz-Wilkotazka, A.,
Krzeminska, I. Lead biosorption by extracellular polymeric substances isolated from mixotrophic
cultures of Parachlorella kessleri, Chlorella vulgaris and Vischeria magna: biochemical
composition and sorption capacity. Praca wystana do wydawnictwa

Moéj wkiad w powyzsza prace obejmowat:

e przeprowadzenie oznaczen st¢zenia jonow metali za pomoca aparatu ICP-OES.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel.: 817445061 WWW.ip an.lu inn.pI
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mgr Marlena Szymanska

Zaklad Fizycznych Wiasciwosci Materialow Roslinnych
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, Ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.3: Ciempiel, W., Czemierska, M., Wiacek, D., Szymanska, M., Jarosz-Wilkolazka, A.,
Krzeminska, 1. Lead biosorption by extracellular polymeric substances isolated from mixotrophic
cultures of Parachlorella kessleri, Chlorella vulgaris and Vischeria magna: biochemical
composition and sorption capacity. Praca wystana do wydawnictwa

Méj wklad w powyzsza pracg obejmowal:
e wspoludzial w prowadzeniu badan (prowadzenie hodowli glonéw, wspoludzial

w prowadzeniu do$wiadczenia sorpcji).

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

/{"f\)mldm ﬁl}% mska

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel: 81744 5061 www.ipan.lublin.pl
im. Bohdana Dobrzaniskiego  20-290 Lublin faks: 81744 5067
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dr Magdalena Czemierska

Katedra Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Oséwiadczenie

Niniejszym oswiadczam, Ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.3: Ciempiel, W., Czemierska, M., Wiacek D., Szymanska, M., Jarosz-Wilkolazka, A.,
Krzeminska, I. Lead biosorption by extracellular polymeric substances isolated from mixotrophic
cultures of Parachlorella kessleri, Chlorella vulgaris and Vischeria magna: biochemical
composition and sorption capacity. Praca wyslana do wydawnictwa.

Maj wkiad w powyzsza pracg obejmowal:
e wspoludzial w prowadzeniu badan,

e udzial w edycji i korekcie manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

pagielins G 00

Instytut Agrofizyki ul. Doswiadczalna 4 tel.:B1744 50 61 \ﬂﬂﬂﬂﬂf.- in.pl
im. Bohdana Dobrzariskiego ~ 20-290 Lublin faks: 81 7445067 'pan'IUb"n P
Polskiej Akademii Nauk e-mail: sekretariat@ipan lublin pl

151



INSTYTUT
% RAGROFIZY K
&

P AR N

Lublin, 22.11.2023

prof. dr hab. Anna Jarosz-Wilkolazka
Katedra Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Wiolety Ciempiel.

P.3: Ciempiel. W., Czemierska, M., Wiacek D., Szymanska, M., Jarosz-Wilkolazka, A.,
Krzeminska, 1. Lead biosorption by extracellular polymeric substances isolated from mixotrophic
cultures of Parachlorella kessleri, Chlorella vulgaris and Vischeria magna: biochemical
composition and sorption capacity. Praca wyslana do wydawnictwa.

Maj wklad w powyisza pracg obejmowal:
e edycje i korekte manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby powyzsza publikacja zostala wykorzystana w rozprawie

doktorskiej mgr Wiolety Ciempiel.

Instytut Agrohzyki ul. Doéwiadczalna 4 tel: 81 744 50 61 www_ipan.]ublin_pl
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10. Zyciorys naukowy

Dane personalne

Wioleta Ciempiel (dawniej Babiak)

Wyksztalcenie

2012-2015 Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, biologia— studia licencjackie

Tytut  rozprawy: Charakterystyka wybranych receptorow  zaangazowanych
w patomechanizm padaczki.

2015-2017 Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, biologia, sp. biochemia — studia
magisterskie

Tytul rozprawy: Wptyw metali cigzkich na aktywno$¢ oksydazy kwasu szczawiowego
w grzybni Abortiporus biennis.

2018-2023 Instytut Agrofizyki PAN w Lublinie — studia doktoranckie

Dorobek naukowy
3 publikacje

21 doniesien konferencyjnych (tym 9 krajowych i 12 migdzynarodowych)

Publikacje

1. Babiak W. (obecnie Ciempiel), Krzeminska 1. (2021) Extracellular polymeric
substances (EPS) as microalgal bioproducts: A review of factors affecting EPS
synthesis and application in flocculation processes. Energies, 14, 4007.

2. Ciempiel W., Czemierska M., Szymanska-Chargot M., Zdunek A., Wigcek D.,
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