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Streszczenie

Wegiel brunatny jest bogaty w zwiqzki organiczne i pierwiastki, a jego surowa lub przetworzona forma moze by¢ uzywana,
jako nawoz stymulujgcy wzrost roslin i poprawiajgcy wilasciwosci gleby, glownie dzigki zawartosci substancji humusowych
(kwasow huminowych i fulwowych). Konieczna jest jednak modyfikacja wegla, by zwigkszy¢ przyswajalnosé jego zwigzkow,
a obrobka mikrobiologiczna jest efektywnq i bezpieczng metodg degradacji makromolekularnej sieci wegla do prostszych,
wartosciowych produktow. Celem badania bylo przyjazne dla sSrodowiska pozyskanie kwasow huminowych z wegla lignitowego
z Kopalni Turow poprzez proces biosolubilizacji z wykorzystaniem wyizolowanego szczepu promieniowca. Z probek wegla
i wody z kopalni wyizolowano 10 szczepow mikroorganizmow zdolnych do rozktadu wegla brunatnego. Do dalszych badan
wybrano izolat promieniowca oznaczony numerem 59, ktory wykazywal najbardziej intensywny wzrost na weglu, ktorego
potencjal biosolubilizacyjny potwierdzono w hodowlach w podlozu plynnym i stalym z dodatkiem wegla brunatnego (wskaznik
humifikacji E4/E6=6.4). Uzyskane produkty uptynniania, glownie zwiqgzki prochnicze (kwasy huminowe), wykazujg potencjal
do proekologicznego wykorzystania w rolnictwie, na przykiad, jako skladnik nawozow organiczno-mineralnych.

Stowa kluczowe: biosolubilizacja lignitu, promieniowce, kwasy huminowe, zwigzki prochnicze

Abstract

Lignite is rich in organic compounds and elements, and its raw or processed form can be used as a fertilizer stimulating
plant growth and improving soil properties, mainly due to the content of humic substances (humic and fulvic acids). However,
modification of the coal is necessary to increase the bioavailability of its compounds, and microbiological processing is an
effective and environmentally safe method for the degradation of the coal’s macromolecular network into simpler, valuable
products. The aim of the study was the environmentally friendly recovery of humic acids from lignite coal sourced from the
Turéw Mine through a biosolubilization process utilizing an isolated actinomycete strain. Ten strains of microorganisms
capable of degrading lignite were isolated from coal and water samples from the mine. The actinomycete isolate numbered
59 was selected for further research, as it showed the most intensive growth on coal. Its biosolubilization potential was
confirmed in cultures in both liquid and solid media with added lignite (humification index E4/E6=6.4). The resulting
liquefaction products, mainly humic compounds (humic acids), show potential for pro-ecological use in agriculture,
for example, as a component of organo-mineral fertilizers.

Keywords: lignite biosolubilization, actinomycetes, humic acids, humic compounds



Wprowadzenie

Wegiel brunatny, choé¢ przynosi korzysci gospodarce
panstwa, wywiera rowniez negatywny wptyw na srodowisko
naturalne. Jest to gldwnie rezultat jego spalania w celu
pozyskania energii. Inne metody wykorzystania wegla, takie
jak np. termiczne uptynnianie, charakteryzuja si¢ niestety
wysokimi naktadami operacyjnymi i inwestycyjnymi, co
czyni je nieatrakcyjnymi ekonomicznie. Z tego powodu,
rozwdéj alternatywnych metod uptynniania wegla jest
kluczowy zaréwno z punktu widzenia gospodarki, jak
i ochrony srodowiska [1].Jedng z obiecujacych drog jest
solubilizacja z wykorzystaniem mikroorganizmow, zwana
biosolubilizacja. Technologia ta jest uznawana za czysta
i oplacalng metodg obrobki wegla, pozwalajacg na wydobycie
ztozonych zwigzkow aromatycznych. Zwiazki te moga by¢
nastgpnie przeksztalcane w wartosciowe produkty (np.
wykorzystywane w biotechnologii lub rolnictwie). W swietle
negatywnego wplywu spalania na §rodowisko, rozwdj
metod alternatywnego zagospodarowania wegla brunatnego,
majacego potencjat do proekologicznych zastosowan, jest
niezwykle istotny [2].

Wegiel brunatny jest rowniez znany ze swojego
korzystnego wpltywu na wzrost, rozwdj, plonowanie
i zdrowotno$¢ roslin uprawnych. Jego przydatnosé, jako
srodka nawozowego wynika zarowno ze sktadu substancji
organicznej, jak i ze specyficznych wlasciwosci fizycznych.
Substancja organiczna w weglu brunatnym jest zrodtem
makro- i mikroelementéw (m.in. wapnia, magnezu, zelaza,
siarki, cynku, miedzi, manganu, molibdenu i boru). Dzigki
silnie rozwinigtemu ukladowi porowatemu, surowiec
ten ma zdolnos$¢ do absorpcji wody, dwutlenku wegla
i amoniaku. Materia organiczna z wegla brunatnego zwigksza
wspotczynnik wykorzystania sktadnikow odzywczych przez
rosliny, zwlaszcza potasu, miedzi, manganu, zelaza i sodu,
jednoczesnie ograniczajac ich wymywanie do glebszych
warstw gleby i wod gruntowych [3].

Niemniej jednak, modyfikacja we¢gla brunatnego jest
konieczna, poniewaz wysoki stopien spolimeryzowania
i skondensowania substancji organicznej ogranicza jego
bezposrednia przyswajalnos¢. Obrobka mikrobiologiczna
jest uznawana za efektywna ekonomicznie i bezpieczng dla
srodowiska metode¢ przetwarzania wegla. Polega ona na
degradacji makromolekularnej sieci wegla do prostszych,
niskoczgsteczkowych produktow. Proces biouptynniania
jest wynikiem zlozonej reakcji miedzy weglem, enzymami
pochodzenia drobnoustrojowego oraz surfaktantami. Istotng
role odgrywaja rowniez zwiazki alkaliczne, hydrolazy
isubstancje chelatujace. Przyjmuje sig, Zze grzyby podstawkowe
wykorzystuja gléwnie enzymy utleniajace, podczas gdy
bakterie i ple$nie postuguja si¢ chelatorami i zwigzkami
alkalicznymi [2, 4].

Wegiel brunatny o strukturze ligninowej, cho¢ jest mato
wydajnym zrodtem paliwa, stanowi bogate zrodto kwasu
humusowego, ktory jest znanym stymulatorem wzrostu roslin
[4]. Substancje humusowe (HS), bedace gtownym produktem
biosolubilizacji wegla, stanowia wieloczasteczkowe,
heterogeniczne kompleksy o duzej masie czasteczkowej,
w ktorej sktad wchodzg kwasy huminowe, kwasy fulwowe
oraz huminy [5, 6]. Wiasciwosci kwaséw huminowych sg
zalezne od wartosci pH. Kwasy huminowe wytracaja si¢

z kompleksow HS w kwasnym pH, pozostawiajac w roztworze
kwas fulwowy [7].

Korzystne wtasciwosci kwaso6w huminowych opisane
w literaturze obejmuja: poprawe wiasciwosci fizycznych
i wilgotno$ciowych gleby, wptyw na zawarto$¢ pierwiastkow
sladowych poprzez ich chelatacj¢ i reaktywacj¢ procesow
biochemicznych zachodzacych w glebie [8]. Przeksztatcony
w procesie biosolubilizacji wegiel moglby stanowié cenne
zrodto materii organiczne;j.

Celem niniejszego badania bylo zastosowanie
biosolubilizacji umozliwiajacej przyjazne dla $rodowiska
wykorzystanie niskokalorycznego wegla brunatnego (lignitu)
do efektywnego pozyskiwania kwaséw huminowych.

Materialy i metody
Materialy

Probki wegla brunatnego pobrane zostaly na terenie
Kopalni Turéw. Prébki transportowane byty do laboratorium
w przenosnej lodéwce i do momentu uzycia przechowywane
byly w temperaturze 4°C. Probki wegla zostaty rozdrobnione
do uziarnienia ponizej 0,2 mm, zhomogenizowane,
a nastgpnie przechowywano je w stanie powietrznie suchym.

Metody
Podtoza hodowlane i warunki hodowli

W badaniach podstawowym podtozem hodowlanym byta
pozywki o nastepujacym sktadzie: YPG: ekstrakt drozdzowy
10,0 g/1, pepton 20,0 g/l, pH 7,1; podtoze mineralne:
(NH4)2S04 1,0 g/l, MgS04x7H20 0,52 g/l, KH2PO4 5,0
g/1, FeSO4x7H20 0,0005 g/1, ZnSO4 0,0003 g/1.

Izolacje i wstepna identyfikacje mikroorganizmow
prowadzono na zestalonym podtozu YPG.

Wstepny skrining mikroorganizméw prowadzono na
podtozu statym w postaci wegla brunatnego zwilzanego
sterylng woda.

Hodowle w podtozu statym prowadzono na ptytkach
Petriego z podtozem YPG i powierzchniowo rozsypanym
weglem w iloéci 0,5g/ptytke, przez 3 tygodnie w temperaturze
30°C. Produkty rozktadu tego substratu oznaczano
spektrofotometrycznie, w tzw. czarnym ptynie, uwalnianym
w trakcie procesu.

Hodowle ptynne prowadzone byty w kolbach o pojemnosci
250cm3, zawierajacych po 100 ml podtoza hodowlanego
(YPG lub podtoza mineralnego) i 5% dodatkiem wegla,
zaszczepione 1 ml inokulum (1 x 108 jtk/ml), ktore stanowita
3-dobowa hodowla izolatu 59 w podtozu YPG. Hodowle
wstrzasane (170 obr./min) prowadzono przez 3 tygodnie
w temperaturze 30°C.

Wzrost izolatu promieniowca oznaczano w podtozu
ptynnym YPG z dodatkiem wegla (5% w/v). Liczebno$¢
mikroorganizmoéw oznaczano metoda plytkowa Kocha na
podtozu zestalonym YPG. Wegiel brunatny o wymiarach
ziarna okoto 0,2 mm, sterylizowano w autoklawie w 121°C
przez 60 minut i dodawano w ilosci 5% w/v. Sktadniki
podiozy rozpuszczano w wodzie dejonizowanej. Podtoza state
zawieraty agar (15 g/l). Wszystkie pozywki sterylizowano
w autoklawie w 121°C przez 20 min.



Izolacja i wstepna identyfikacja

Mikroorganizmy izolowano z probek wegla brunatnego
wytrzasanego przez 20 minut w temperaturze 30°C w soli
fizjologicznej (NaCl 0,9%), ktére nastgpnie posiewano
powierzchniowo na zestalone podtoze YPG. Plytki
inkubowano w temperaturze 30°C przez 7 dni. Uzyskane
kolonie pasazowano na czyste podloza w celu pozyskania
czystych kultur. Morfologia kolonii byta obserwowana pod
mikroskopem (OptaTech) przy powigekszeniu 40-krotnym.

Skrining izolatow

Uzyskane szczepy bakterii i promieniowcow poddano
skriningowi na podtozu statym w postaci wegla brunatnego
zwilzanego sterylng woda. Hodowle inokulowano 1ml
hodowli ptynnymi bakterii (1 doba)/promieniowcow (3
doby) w podtozu YPG i prowadzono je przez 2 tygodnie
w temperaturze 30°C. Mikroorganizm wykazujacy zdolnosé
wzrostu w tych warunkach wytypowano do dalszych
badan. Wyizolowane szczepy przechowywano na skosach
agarowych na podtozu staltym YPG.

Analiza ptynu pohodowlanego

W czasie hodowli pobierano ptyn pohodowlany, z ktérego
wykonywano posiew na podtoza state a nast¢gpnie wirowano
20 (5000 obr./min, 15min) i saczono przez bibule filtracyjna
Whatman nr 1. W tak przygotowanej probie oznaczano
obecnos¢ produktow biosolubilizacji. Widma spektralne
wykonywano w ptynie pohodowlanym uzyskanym z ostatniej
doby wybranej hodowli oraz w abiotycznej kontroli.

Metody analityczne

Spektrofotometrycznie oznaczano nastepujace produkty
rozktadu wegla brunatnego (produkty biosolubilizacji):
przy dtugosci fali 450 nm: kwasy huminowe; przy dtugosci
fali 650 nm: kwasy fulwowe [2]. Analiz¢ E4/E6 oznaczono
poprzez obliczenie stosunku absorbancji przy dlugosci
fali 450 i 650 nm. Produkty biouptynnienia wegla zebrane
z hodowli na podtozu statym i ptynnym poddano skanowaniu
UV-Vis w zakresie 200-1000 nm. Zdj¢cia mikroskopowe
wykonywano przy pomocy mikroskopu optycznego OptaTech
przy 40x powigkszeniu.

Wyniki
Izolacja i wstepna identyfikacja

Z wegla brunatnego pochodzacego z kopalni Turéw oraz
z wody wyplywajacej z tamtejszego ztoza wyizolowano
3 szczepy bakterii i 7 szczepow promieniowcoéw. Wstepna
identyfikacja izolatow, opis cech morfologicznych komorek
oraz wyglad tworzonych przez nie kolonii przedstawiony
jest w Tabeli 1. Wszystkie badane mikroorganizmy rosty
w podtozu mineralnym, w ktérym jedynym zrédtem wegla
byt wegiel brunatny, co wskazywato na ich uzdolnienia
w kierunku rozktadu tego substratu. W dalszym etapie badan
przeprowadzono hodowle 10 szczepow na weglu brunatnym,
bez dodatkowej suplementacji sktadnikami odzywczymi.
Jedynym szczepem zdolnym do wzrostu w tych warunkach
byt izolat promieniowca 59 (Rys. 1) i dlatego wybrano go do
dalszych badan obejmujacych hodowle w podtozu zestalonym
i ptynnym (mineralnym i YPG) z dodatkiem wegla.

Tab. 1. Izolacja i wstgpna identyfikacja szczepow uzyskanych z wegla brunatnego i z wody wyplywajacej ze ztoza zlokalizowanego w kopalni Turéw
Tab. 1. Isolation and preliminary identification of strains obtained from lignite and from water flowing from the deposit located in the Turéw mine

Nr szczepu Typ Pochodzenie izolatu
52 Bakterie Wegiel
58 Bakterie Woda
54 Promieniowce Wegiel
55 Promieniowce Wegiel
56 Promieniowce Wegiel
57 Promieniowce Woda
58 Bakterie Woda
59 Promieniowce Wegiel
60 Promieniowce Wegiel
61 Promieniowce Wegiel

Morfologia komorek
ruchliwe, kuliste
ruchliwe, elipsoidalne

rozgalezione, wydtuzone komorki

rozgalezione, wydtuzone komorki, kuliste
konidia
rozgatezione, wydtuzone komorki, wydtuzone,
elipsoidalne konidia

ruchliwe, kuliste

ruchliwe, kuliste

rozgatezione, wydtuzone komorki, kuliste
konidia

rozgalezione, wydhuzone komorki

rozgatezione, wydtuzone komorki, kuliste
konidia



Rys. 1. Obraz mikroskopowy przy powigkszeniu 40x (a) oraz zdjecie hodowli izolatu promieniowca 59 (b) na podtozu statym w postaci surowego wegla brunatnego
Fig. 1. Microscopic image at 40x (a) magnification and a photograph of a culture of actinomycete isolate 59 (b) on a solid medium in the form of raw brown coal

Hodowle w podiozu stalym z dodatkiem wegla brunatnego

Potencjat biosolubilizacyjny izolatu promieniowca
59 potwierdzily czarne krople cieczy (ang. black liquid)
obecne na powierzchni sproszkowanego wegla. Wyniki
biosolubilizacji weggla brunatnego widoczne byty po dwdch
tygodniach hodowli, kiedy w czarnym plynie oznaczono
posrednio duze zawartosci produktow rozktadu wegla:
kwasy huminowe przy ditugosci fali A450=3,4 i kwasy
fulwowe przy dtugosci fali A650=0,16 (Rys. 2). W 21 dobie
ilo§¢ kwasow huminowych wzrosta dwukrotnie, a kwasoéw
fulwowych pigciokrotnie. Obecno$¢ tych produktow stanowi
potwierdzenie uzdolnien badanego szczepu promieniowca
w kierunku biosolubilizacji wegla brunatnego [7].

Rys. 2. Produkty biosolubilizacji uzyskane w hodowli izolatu promieniowca 59
na podtozu statym z dodatkiem wegla (black liquid)

Fig. 2. Biosolubilization products obtained in the cultivation of actinomycete
isolate 59 on a solid medium with the addition of carbon (black liquid)

Hodowle w podtozu mineralnym z dodatkiem wegla

Spektroskopia w zakresie ultrafioletu i widzialnym
(UV/Vis) umozliwia detekcj¢ biosolubilizacji wegla
w czasie rzeczywistym w wodnych §rodowiskach reakcji

[10, 11]. Produkty biouptynnienia wegla zebrano i poddano
skanowaniu UV-Vis w zakresie 200—1000 nm. Uzyskane
widma wskazuja na brak postgpu procesu biosolubilizacji
w hodowli izolatu 59 w podlozu mineralnym z dodatkiem
wegla, gdzie uzyskana seria danych pokrywa si¢ z wynikami
uzyskanymi w abiotycznej kontroli (Rys. 3). Prawdopodobnie
efekt ten wynika z braku tatwo dostepnych zrodet wegla
i azotu w podtozu hodowlanym, ktore okazatly si¢ niezbgdne
do zainicjowania procesu biosolubilizacji wegla.

Rys. 3. Widma UV/Vis uzyskane z hodowli izolatu 59 w podtozu mineralnym
z dodatkiem wegla oraz abiotycznej kontroli

Fig. 3. UV/Vis spectra obtained from the cultivation of 59 isolate in mineral
medium with added carbon and abiotic control

Hodowla w podtozu YPG z dodatkiem wegla
Widma UV/Vis produktéw biosolubilizacji

W kolejnym etapie badan zastosowano w hodowli
badanego szczepu promieniowca podtoze ptynne petne (YPG)
z dodatkiem wegla. Uzyskane produkty biosolubilizacji
Amax w zakresie 200-250 nm oraz 380—440 nm natomiast
abiotyczna kontrola wykazywata Amax w zakresie 220-250
nm oraz 300-320 nm (Rys. 4). W pracy Shi i wsp. (2013)



[11] przedstawiono porownanie widma UV/Vis kwasu
huminowego i wegla biosolubilizowanego. Zaobserwowano,
ze mialy one podobny uktad w odniesieniu do dtugosci fal
UV/Vis. Ich absorbancja UV/Vis najpierw wzrosta i osiagneta
szczyty przy okoto 230 nm, a nastepnie spadta przy wyzszych
dtugosciach fali. Silna absorbancja w zakresie 210-250 nm
1 250-300 nm wskazywata, ze kwas huminowy i wegiel
biosolubilizowany zawieraly sprzgzone wigzania podwojne
i struktury pierscieni aromatycznych. Podobne wartosci
uzyskano dla produktu biosolubilizacji wegla przy udziale
izolatu promieniowca 59 i w niezaszczepianej kontroli. Te
podobne tendencje wskazuja, ze kwas huminowy i wegiel
biosolubilizowany maja podobne struktury chemiczne.
Natomiast wedtug Shin i wsp. (1995) [12] najlepsza dtugosé¢
fali, dla pomiaru produktow biosolubilizacji powinna
miesci¢ si¢ w zakresie od 400 do 500 nm (optymalna
450 nm). Produkty biosolubilizacji w tym zakresie uzyskano
tylko w przypadku préby biosolubilizowanej, natomiast
w abiotycznej kontroli absorbancja przy tym zakresie
dtugosci fal byta bardzo niska.

Rys. 4. Widma UV/Vis hodowli izolatu 59 w podtozu YPG z dodatkiem wegla
oraz abiotycznej kontroli

Fig. 4. UV/Vis spectra of 59 isolate culture in YPG medium with carbon
supplementation and abiotic control

kwasow huminowych
fulwowych (A= 650 nm)

Uwalnianie
(A=450 nm) i

Zbadano zaleznosci migdzy absorbancja przy 450 nm
i przy 650 nm, ktore sg szeroko stosowane w literaturze do
wykrywania produktow biosolubilizacji wegla. Stosunek
E4/E6 jest znany, jako wskaznik humifikacji. W tabeli 2
zestawiono stosunek kwasow huminowych do kwasow
fulwowych, ktorych to warto$¢ wzrasta wraz z obnizaniem
si¢ masy molowej, zawarto$ci skondensowanych pierscieni
aromatycznych oraz wraz ze wzrostem zawartosci tlenu
[13]. W prowadzonym doswiadczeniu stosunek omawianych
kwasow w hodowli inokulowanej badanym szczepem
wzrastal wraz z postgpem procesu, uzyskujac wartosci od 2,4
do 6,8. W szacunkach spektroskopowych przedstawionych
w pracy Li i wsp. (2021) [14] wskaznik humifikacji byt
rowniez wyzszy dla produktow biosolubilizacji lignitu
(E4/E6=6) przy udziale szczepu grzyba Penicillium ortum
MJ51 (CFF) w porownaniu z abiotyczng kontrola. Ponadto
Rehman i wsp. (2022) [7] w swojej pracy opisujacej proces
biosolubilizacji wegla z udziatem szczepu grzyba wykazat,

ze dla probki B-1 indeks humifikacji wynosit A4/A6=6,18
i byt wyzszy, niz wartos¢ A4/A6 =4,27 uzyskana dla
dostepnego komercyjnie standardowego kwasu huminowego.
Wskazywato to na zmniejszenie masy czgsteczkowej
i aromatyczno$ci oraz wzrost bioaktywnosci grzybowych
produktow solubilizowanych. Wynik ten, podobnie jak
w przypadku badan wlasnych, wskazuje na to, ze wybrany
czynnik biologiczny atakuje struktur¢ aromatyczng wegla
i zmniejsza mas¢ czasteczkowa kwasoéw huminowych.

Tab. 2. Zestawienie stosunku absorbancji kwasow huminowych do kwasow

fulwowych (E4/E6)
Tab. 2. Summary of the absorbance ratio of humic acids to fulvic acids (E4/E6)

Doby Izolat 59 Kontrola
4 2,4 2,4
7 2.4 3,9
11 6,8 42
14 5,7 1,1
18 5,5 4.6
22 6,4 2,9

Wzrost izolatu promieniowca w podiozu ptynnym YPG
z dodatkiem wegla

Wyjsciowo liczebnos$¢ izolatu promieniowca wynosita
4x106 jtk/ml, a w kolejnych czterech dobach wzrosta o rzad
logarytmiczny (Rys. 5). Od doby 7 ilo§¢ mikroorganizméw
obnizyla si¢ o dwa rzedy logarytmiczne. W pierwszym
etapie hodowli mikroorganizmy wykorzystywaty sktadniki
odzywcze dostgpne w podtozu YPG, co powodowato
intensywny ich wzrost. W kolejnych dobach nie nastgpowat
wzrost, co mogto by¢ zwigzane z wydzielaniem alkalicznych
metabolitow, prowadzacych rozktad zwigzkow wegla
brunatnego, co pokryto si¢ ze wzrostem wskaznika
humifikacji odnotowanym w 11 dobie (Tab. 2).

Rys. 5. Populacja promieniowcow w hodowli YPG z dodatkiem wegla
Fig. 5. Population of actinomycetes in YPG culture with added carbon

Podsumowanie

Przeprowadzone badania potwierdzily uzdolnienia
izolatu promieniowca 59 w kierunku biosolubiliazacji
wegla brunatnego. Podloze mineralne z dodatkiem wegla
okazato si¢ zbyt deficytowe aby doszlo do zainicjowania
procesu biosolubilizacji, natomiast proces ten zachodzit
bardzo efektywne w podtozu pelnym (YPG) (E4/E6=6,4).



Uzyskane wyniki stanowia podstawe do dalszych badan  z dodatkiem surowcow odpadowych. Produkty uptynniania
w zakresie biosolubilizacji wegla, ktére powinny obejmowaé:  lignitu, w tym gldwnie zwigzki prochnicze, moga znalez¢
dobor optymalnego podtoza do hodowli drobnoustrojow, zastosowanie w rolnictwie. Wegiel brunatny poddany obrobce
powiekszenie skali procesu (np. w bioreaktorach) oraz  mikrobiologicznej moze by¢ wykorzystany jako sktadnik
prowadzenie go w warunkach hodowli solid-state, nawozow organiczno-mineralnych.
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