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Pomiar stezenia biomasy w odpadach
I osadach Sciekowych
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Biomass measurement in waste and sewage sludge
Summary

The application of RNA assay and N-acetyloglucosamine determination in
activated sludge wastewater treatment processes as well as biodegradation of
organic solid waste suspension are presented. The conducted experiments
proved that both methods can be successfully used for biomass determination
in the samples containing much solid particles during waste and wastewater
biodegradation. Relative Standard Deviation (RSD) for both measurements are
similar and ranged from 0.73 to 4.6%.
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1. Wstep

Oznaczanie ilosci biomasy mozna prowadzi¢ w réznorodny
sposéb, od najprostszych metod wagowych, poprzez oznaczanie
zawartosci komponentow komorkowych (np. ATP, RNA) az po
identyfikacje i liczenie komorek okreslonej grupy mikroorgani-
zmoéw z zastosowaniem hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ
(FISH) (1,2). Pomimo znaczacego rozwoju metod analitycznych
prawidtowe oszacowanie stezenia biomasy stanowi w dalszym
ciagu jeden z najwazniejszych probleméw w dziedzinie modelo-
wania, optymalizacji i kontroli proceséw biodegradacji odpadéw
czy Sciekow. Henze i wsp. wskazuja jednoznacznie, ze brak do-
statecznej wiedzy na temat kinetyki wzrostu i wymierania mi-
kroorganizmow jest istotng przeszkoda w uzyskaniu dobrego
opisu matematyczno-biologicznego oczyszczania Sciekow (3).


mailto:ewaliwar@p.lodz.pl

Pomiar stezenia biomasy w odpadach i osadach $ciekowych

W pracy tej skoncentrowano sie na zastosowaniu metod posrednich do oznacza-
nia biomasy w procesach biodegradacji $ciekow i odpadéw. Metody te opieraja sie
na pomiarze komponentéw komdrkowych takich, jak kwas rybonukleinowy i gluko-
zoamina. Rozpuszczalne kwasy rybonukleinowe (mRNA i tRNA) oraz rybosomy biorg
udziat w syntezie biatek. Stanowig one od 10 do 20% suchej masy bakterii. Natomiast
N-acetyloglukozoamina jest skfadnikiem $ciany komérkowej mikroorganizmow. Wy-
niki badan dotyczace zastosowania RNA do oszacowania stezenia biomasy w zawie-
sinie odpadow byty juz prezentowane w (4). Oznaczenie GIcNAc byto dotychczas wy-
korzystywane gtownie w hodowlach grzybéw nitkowatych na podtozu statym (5,6).

W pracy zostaty przedstawione wyniki badan nad zastosowaniem oznaczern RNA
oraz N-acetyloglukozoaminy (GIcNAc) jako wskaznikdw biomasy w procesach oczysz-
czania $ciekdw z udziatem osadu czynnego oraz biodegradacji odpaddw. Celem pra-
cy byla ocena przydatnosci obydwu posrednich metod oznaczania biomasy w bio-
technologii $rodowiska oraz sprawdzenie ich doktadnosci i powtarzalnosci.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat badawczy

Do badan postuzyty dwa rodzaje materiatu biologicznego. Pierwszym byly state
odpady organiczne z gospodarstw domowych (autochtoniczna mikroflora), w skiad
ktorych wchodzity gtéwnie obierki z owocdw i warzyw. Doktadny skiad tych odpa-
doéw przedstawiono m.in. w (7). Odpady te byly rozdrabniane w ceramicznym miynie
kulowym do uzyskania frakcji ziaren o $rednicy od 3 do 5 mm. Nastepnie gczono je
z woda wodociggows | wprowadzano do bioreaktordéw z napowietrzaniem.

Drugi z badanych materiatéw biologicznych stanowit osad czynny. Osad pobiera-
no z osadnika wtérnego (OWT) w Grupowej Oczyszczalni Sciekéw w todzi. Zawar-
to$¢ substancji organicznych w zawiesinie (VSS) wynosita od 5,5 do 5,9 g-1', a obje-
tosciowy indeks osadu (SVI) wahat sie od 108 do 120 mi g ' TSS. Podtoze stanowity
Scieki syntetyczne przygotowane wg PN-72/C-04550 (8).

2.2 Warunki prowadzenia badan

Procesy biodegradacji odpaddw byty prowadzone w bioreaktorach o dziataniu
okresowym z mechanicznym mieszadtem. Doswiadczenia prowadzono w tempera-
turze 30°C przy zawartosci suchej masy (s.m.) od 15 do 66 g-h’,

Procesy biodegradacji $ciekéw byly prowadzone w termostatowanej fazni
wstrzasanej (£25°G) w kolbach typu Erlenmayera o objetosci 300 ml. Eksperymenty
wykonano w trzech powtoérzeniach. Czas trwania kazdego z nich wynosit 12 h.
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2.3. Metody analityczne

W trakcie badaf prowadzono nastepujace oznaczenia: zawarto$ci suche masy
(s.m.), suchej masy organicznej (s.m.0.) oraz substancji statych (TSS) i substaicji or-
ganicznych (VSS) w zawiesinie metodami wagowymi, RNA metodg KOH/UV (") oraz
glukozoaminy wedtug Nishio i wsp. (9). W celu oznaczenia RNA wymieniong netodg
5 ml $wiezo pobranej préby przemywano trzykrotnie 3 ml 0,7 M HCIO4, a nas;epnie
dodawano 3 ml 0,3 M KOH i inkubowano przez 60 minut w 37°C. Po odwircwaniu
osad byt przemywany dwukrotnie 4 ml 0,5 M HCIO4, a nastepnie faczony z suDerna-
tantem. Po usunieciu czgstek statych mierzono absorbancje przy X = 260 nn. Ste-
zenie RNA obliczano wg wzoru podanego przez (10). Natomiast w celu oznarzenia
GIcNAc probe najpierw suszono do statej masy. Nastepnie inkubowano w tenpera-
turze otoczenia przez 24 h z 10 ml 12 M HCI, aby przeprowadzi¢ hydrolize Sciany
komorkowej. Po odwirowaniu i usunieciu czastek statych do 5 ml supernataitu do-
dawano 2 ml 8,6 M HCIl. Roztwor ten poddawano inkubacji w temperaturze 100°C
przez 2 h. Po inkubacji analizowang probe neutralizowano do pH = 7 i po ustnieciu
czastek statych mierzono absorbancje przy diugosci fali X = 530 nm. Krzywa wzor-
cowg przygotowano na bazie roztworu chlorowodorku glukozoaminy.

3. Wyniki badan i ich omdwienie

w pierwszym etapie badan sprawdzono doktadnos¢ i powtarzalno$¢ ozraczen
RNA i GIcNAc. Okazato sig, ze obydwa oznaczenia pozwalajg na dos¢ doHadne
ilosciowe oszacowanie biomasy. Wzgledny biad oznaczenia nie przekracza 5%
w przypadku kazdego z tych oznaczen (rys. 1-2). Wzgledne odchylenie standardo-
we (RSD) dla metody KOH/UV wynosito 0,7-4% dla zawiesiny odpadéw (3 oraz
2,1-4,6% dla osadu czynnego (tab.). Natomiast w przypadku oznaczenia gltkozo-
aminy RSD miescito sie w przedziale od 2,3 do 4,6% (tab.). Na podstawie oHiczo-
nych parametréw statystycznych wykazano, ze powtarzalno$¢ obydwu ozraczenh
Jest zadowalajaca.

Tibela

Poréwnanie wartosci wzglednego odchylenia standardowego dla RNA i GIcNAc dla procesu biodegradicji
Sciekéw z udziatem osadu czynnego

RNA Glukozoamina
Czas (h) RNA Srednia SD RSD GlcNAC Srednia SD tSD
(gio (gio ©) (%) (91-0 (gl-0 Q] %)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 0,00988 0,01 0,00037 3,67 0,0399 0,04218 0,0013 RET
0,0104 0,0411
0,00969 0,0425
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

4 0,0214 0,0207 0,00061 2,94 0,0493 0,0480 0,0011 2,34
0,0202 0,0471
0,0206 0,0478

8 0,0205 0,0206 0,00014 0,71 0,0739 0,0778 0,0036 4,58
0,02075 0,0786
0,0205 0,0809

12 0,0178 0,0188 0,00086 4,60 0,0731 0,0715 0,0015 2,07
0,0195 0,0711
0,0189 0,0702

Na rysunku 2 przedstawiono zmiany RNA podczas procesow biodegradacji za-
wiesiny odpaddéw prowadzonych przy réznej poczatkowej zawartosci suchej masy
w zawiesinie. Wyraznie widac, ze stezenie biomasy wyrazone za pomocag RNA ros-
nie wraz ze wzrostem zawarto$ci suchej masy. Na tej podstawie mozna przypusz-
czac, ze zwiekszajac stezenie odpaddéw w zawiesinie wprowadzano coraz wiekszg
ilos¢ autochtonicznej biomasy. Zaobserwowano, ze poczatkowe stezenie RNA ros-
nie w kwadracie wraz ze wzrostem poczatkowej zawartosci s.m.o. w zawiesinie. Za-
lezno$¢ te opisano funkcjg kwadratowg i uzyskano bardzo wysoki stopiefi dopaso-
wania R = 0,99997 (rys. 3).

0,13534 n
0,01832
<
< RNA OZL
Pn,ax = 0d94 R =0,983
0,04979 - .
O Glukozamina
Mmax=0d49 h*\ R = 0,993
R — [ r | 0,00674
0 2 10 12
Czas (h)

Rys. 1. Zmiany stezenia RNA i GIcNAc podczas biodegradacji $ciekow. Wyznaczenie maksymalnej
wiasciwej szybkosci wzrostu biomasy.
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Charakter krzywych zmian stezenia RNA oraz glukozoaminy jest podobny zaréw-
no podczas procesu biodegradacji odpadéw, jak i Sciekoéw (rys. 1-2). Wyraznie wi-
doczne sg poszczegOlne fazy wzrostu biomasy. Literaturowy charakter tych krzy-
wych $wiadczy réwniez o mozliwosci wykorzystania oznaczeri RNA i GIctNAc w sze-
roko pojetych badaniach biodegradacji materii organicznej, a zwlaszcza tam, gdzie
mamy do czynienia z populacjami mieszanymi i duzym nagromadzeniem czastek
statych w podtozu hodowlanym

Poréwnujac maksymalne wiasciwe szybkosci wzrostu biomasy wyznaczone dla
osadu czynnego okazato sie, ze warto$¢ p“ax oszacowana dla glukozoaminy jest
nizsza od p”gx obliczonej dla RNA (rys. 1). Wiaze sie to najprawdopodobniej z od-
miennym charakterem tych oznaczen. Wedtug Aiby i wsp. (10) RNA ulega rozpadowi
natychmiast po $Smierci komorki, stad oznaczenie zawartosci tego komponentu ko-
modrkowego pozwala na oszacowanie zywej biomasy. Natomiast pomiar stezenia
glukozoaminy obejmuje zaréwno zyws, jak i martwg mase komoérkowa. W przeci-
wienstwie jednak do oznaczer wagowych, takich jak sucha masa organiczna czy za-
wartos¢ substancji organicznych w zawiesinie nie obejmuje organicznych czastek
statych, tak czesto obecnych w prébach odpaddw i Sciekdw.

Na rysunku 4 przedstawiono przebieg zmian TSS, VSS oraz RNA i GIcNAc pod-
czas biodegradacji Sciekoéw z udziatem osadu czynnego. Poczatkowo obserwowano
wzrost zawarto$ci zaréwno TSS, jak i VSS, ale po okoto 3-4 h eksperymentu poziom
obydwu tych parametréw obnizyt sie. Wzrost zawartosci substancji organicznych
w zawiesinie skorelowany jest ze wzrostem wyktadniczym biomasy, co pokazujg
krzywe RNA i GIcNAc. Natomiast pézniejszy spadek VSS wskazuje, ze nieozywiona
materia organiczna, w tym wchodzgce w jej sktad obumarte mikroorganizmy, ule-
gaty biodegradacji w kolejnych godzinach trwania doswiadczenia. Uzyskane wyniki
potwierdzaja dotychczasowe doniesienia naukowe mowigce o tym, ze pomiar VSS
podczas procesdw biodegradacji Sciekdw z udziatem osadu czynnego nie oddaje
dobrze zmian stezenia biomasy. Weddle i Jenkins (12) podaja, ze zywa biomasa sta-
nowi jedynie 10-20% VSS.

Poréwnujac te oznaczenia pod wzgledem techniki laboratoryjnej, nalezy stwier-
dzi¢, ze oznaczanie RNA trwa krocej i jest mniej pracochtonne w stosunku do po-
miaru glukozoaminy.
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glukozoamina

Rys. 4. Poréwnanie zmian RNA glukozoaminy oraz TSS i VSS podczas biodegradacji $ciekéw.

4, Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczehh mozna stwierdzi¢, ze obydwie
badane metody posredniego oznaczania biomasy mogg by¢ stosowane do pomiaru
stezenia biomasy w probach zawierajgcych znaczne ilosci czastek statych. W przy-
padku obydwu oznaczeh wzgledne odchylenie standardowe ksztattuje sie na zblizo-
nym poziomie i wynosi od 0,73 do 4,6%. Metody te sg wzgledem siebie komplemen-
tarne i dostarczaja odmiennych informacji na temat biomasy, jednak biorac pod
uwage prostote oznaczenia RNA oraz to, ze obejmuje tylko zywe komorki, jak sie
wydaje, jest ono znacznie bardziej przydatnym wskaznikiem biomasy.
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