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1. Wprowadzenie

ystepujace w Sciekach pierwiastki biogenne, w szczegélnosci nadmiar

azotu i fosforu, wywotujg eutrofizacje odbiornika wodnego jesli w pro-
cesie oczyszczania nie sg usuniete w wystarczajacym stopniu. Dla ochrony
istniejacych zasobow wodnych przed tymi niepozadanymi skutkami wykorzy-
stuje sie zmodyfikowane sposoby biologicznego oczyszczania $ciekéw. W wie-
kszosci przypadkdéw stosowane jest zintegrowane usuwanie ze $ciekdéw zwigz-
kow organicznych oraz azotu i fosforu metodg osadu czynnego (1,20).
W mieszanej populacji typu osadu czynnego przemiany poszczegOlnych form
azotu odbjrwaja sie na drodze nitryfikacji i denitryfikacji. Utlenianie azotu
amonowego, poprzez azotyny do azotandéw prowadzg odpowiednio bakterie
z rodzaju Nitrosomonas i Nitrobacter. Azotany do azotu gazowego redukujg
denitryfikujace bakterie heterotroficzne. Grupa ta obejmuje stosunkowo duzg
liczbe gatunkéw. W osadzie czynnym najczesciej wystepuja Pseudomonas, Achro-
mobacter. Micrococcus, Bacillus i inne. Natomiast mechanizm biologicznego
usuwania fosforu ze $ciekdw wigze sie ze zjawiskiem nadmiernego pobierania
fosforu przez mikroorganizmy, w wyniku sekwencji warunkow beztlenowych i tle-
nowych (2,5,11,12). Wystepujace w biocenozie osadu czynnego bakterie rodzaju
Acinetobacter w sposéb szczegdlnie wyrazny wykazujg te whasciwosci, akumu-
lujac w komorkach nadmiar fosforu w formie polifosforanéw (4,6,18). Rézno-
rodno$¢é mikroorganizméw osadu czynnego stwarza mozliwos¢ wyksztatcenia po-
pulacji osadu czynnego pozwalajacej na zintensyfikowane oczyszczanie Sciekow,
natomiast peine poznanie i wykorzystanie wiasciwosci biocenozy moze pro-
wadzi¢ do uproszczenia dotychczas stosowanych metod i systeméw (3,12,16).
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2. Cel eksperymentéw

Przyjmuje sie zazwyczaj, ze odpowiedzialne za biologiczng defosfatacje sg
gtébwnie bakterie Acinetobacter, bedace bezwzglednymi tlenowcami. Ostatnio
dowiedziono, ze sg inne grupy bakterii zdolne do tego procesu, nalezgce
jednak do wzglednych tlenowcéw (10,19). Niektore z tych grup moga reali-
zowaé zaréwno proces denitiyfikacji, jak i nadmiernego pobierania fosforu.
Doktadniejsze poznanie cech takich mikroorganizméw poszerzytoby mozliwo-
§ci kontroli i sterowania procesem oczyszczania sciekéw. W przeprowadzo-
nych badaniach podjeto prébe oceny wybranych wiasciwosci takich bakterii,
wyizolowanych z mieszanej populacji mikroorganizméw osadu czynnego.

3. Materiaty i metody

3.1. Metody badawcze

Osad czynny do badari nad akumulacja fosforu w warunkach tlenowych
i anoksycznych pobrano jednorazowo z modelowego reaktora z systemem
naprzemiennego napowietrzania, nazywanego powszechnie w literaturze fa-
chowej skrétem SBR {Sequencing Batch Reactor). Reaktor zostat zaszczepiony
wczesniej osadem czynnym z miejskiej oczyszczalni sciekow w Delft (Holan-
dia), usuwajgcej w zintegrowany sposob wegiel, azot i fosfor. Bakterie do
doswiadczen nad pobieraniem i wydzielaniem fosforu wyizolowane zostaty
z populacji znajdujacej sie w reaktorze SBR (10). Zdolno$¢ wyizolowanych
szczepOw bakterii do wzrostu w warunkach tlenowych, anoksycznych i bez-
tlenowych testowano w ptynnych pozywkach. Skiad ptynnych pozywek dla
tych eksperymentdéw przedstawiono w tabelach 1 i 2.

Tabela 1

Zestawienie sktadnikéw ptynnej pozywki

Sktadnik Stezenie mg/I

hodowla hodowla hodowla

aerobowa anaerobowa anoksyczna
CHsCOONa 6H20 4000 4000 4000
NHA4CI 1500 1500 1500
CaCl2 2H20 600 600 600
MgS04  7H20 60 60 60
EDTA 100 100 100
KH2PO4 440 440 440
Tris - HCI 6000 6000 6000
KNO3 - - 3000
mieszanina mikroelementéw (tab. 2) 2 ml 2 ml 2 mil

oH 7,0 7.0 7,0
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Tabeia 2
Zestawienie mikroelementéw wchodzacych w sk#ad ptynnej pozywki

Skiadnik Stezenie
FeCb 6H20 1500
CUSO4 5 H20 30
MnCh 4H20 120
NaMo04 2H20 60
ZnsS04  7H20 120
CaCh 7H20 50
KJ 30
H3BO3 150
PH 13

Wykonywane oznaczenia analityczne obejmowaty pomiary stezenia ortofo-
sforanéw (23), azotandw (23), octanu metodg HPLC (8) oraz ilosci biomasy
poprzez pomiar gestosci optycznej (A = 623 nm). W celu stwierdzenia obecno-
$ci polifosforanéw w komorkach bakterii zastosowano barwienie NEISSERA

(7).
3.2. Opis eksperymentow

3.2.2. Pobieranie fosforandw przez wyselekcjonowane szczepy bakterii

Droga wstepnej selekcji wybrano do badan pie¢ szczepéw bakterii. Ob-
serwacje przyrostu biomasy i pobierania fosforu ograniczyty te liczbe do
dwadch szczepbéw. W dalszych eksperymentach oznaczono je umownie nume-
rami 7.22 i 8.16. Wstepna hodowle prowadzono w ptynnej pozywce bulio-
nowej (schemat 1). W fazie maksymalnego wzrostu, kultury przeszczepiono
do pozywki z octanem sodu i réwnolegle do takiej samej pozywki zawierajacej
dodatkowo azotan potasu (tab. 1 i 2). Populacje w medium bez azotanu
hodowano w warunkach tlenowych i $cisle beztlenowych w temperaturze
24°C, natomiast bakterie w pozywce zawierajgcej azotan wzrastaty w srodo-
wisku anoksycznym, w tej samej temperaturze. W trakcie eksperymentu po-
bierano w kolejnych odstepach czasu préby dla oznaczenia przyrostu bio-
masy, gromadzenia polifosforandéw, stezenia ortofosforanéw, azotanéw oraz
octanu w pozywce.

3.2.3. Wydzielanie fosforanéw z komorek bakterii w warunkach Scisle
beztlenowych

Drugi etap doswiadczen rozpoczeto w fazie maksymalnego wzrostu pro-
wadzonych hodowli bakteryjnych. Materiat komérkowy zebrano i odwirowano
(10 tys. rpm, 4°C). Uzyskany w ten spos6b osad komérkowy, z tlenowego
lub anoksycznego $rodowiska wzrostu (w warunkach Scisle beztlenowych nie
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nastepowat rozwoj bakterii), przygotowywano wedtug schematu 2., przedsta-
wionego na przyktadzie populacji 7.22 z tlenowej hodowli. Po zawieszeniu
materiatu komérkowego w 15 mM roztworze octanu sodu lub w wodzie de-
stylowanej, préby umieszczono w temperaturze 30°C. W okreslonych odste-
pach czasu oznaczano stezenie ortofosforanéw wydzielonych do medium z ko-
morek bakteryjnych.

Schemat 1

Uproszczony opis trybu postepowania podczas izolacji bakterii
| EKSPERYMENTOW DOTYCZACYCH POBIERANIA | WYDZIELANIA FOSFORU

Oczyszczalnia miejska w Delft
Reaktor SBR w skali utamkowo technicznej
Plytki Petriego z agarem octanowym

Ptynna pozywka bulionowa

| etap

Il etap

warunki $cisle beztlenowe
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Schemat 2

Przygotowanie préb do drugiego etapu eksperymentu
NA PRZYKLADZIE SZCZEPU 7.22 Z TLENOWEJ HODOWLI

Szczep 7.22 po tlenowej hodowli
(5 X 100 ml zawiesiny komorek)

1. Zawiesine bakteryjng (500 ml) odwirowano: 10 min, 10 tys. rpm, 4°C
2. Odwirowang biomase przem3do buforem 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
U
3. Zawiesine bakteryjna odwirowano: 10 min, 10 tys. rpm, 4°C
Il
4. Komoérki bakteryjne ponownie zawieszono w 50 mM Tris-HCI, pH 7,5,
rozdzielono do dwdéch probowek
(V,, =10 ml)
Il
4.1. Zawiesina, 4.2. Zawiesina,
w probowce Hungeta, 0°C, 5 ml w proboéwce Hungeta, 0°C, 5 ml

Il
5. Préby odtleniono, przedmuchujac mieszaning N2/CO2, 0°C

I U
5.1. Préba bez zmian 5.2. Do préby dodano octan sodu
0°C stezenie w prébie 15 mM, 0°C

Il
6. Préby umieszczono w termostacie, w temperaturze 30°C

7. W kolejnych odstepach czasu pobierano probki do oznaczenia stezenia PO%_

4. Wyniki badan

Hodowle kultur bakteryjnych prowadzono w warunkach tlenowych i ano-
ksycznych oraz w $rodowisku beztlenowym, w poz37wce zawierajgcej stezenie
fosforandw przekraczajgce naturalne potrzeby wzrostu komérek. W pierwszym
etapie eksper37mentu przyrostowi biomasy obydwu szczepéw hodowanych
w warunkach aerobowych i anoksycznych towarzyszyto wyrazne zmniejsza-
nie sie stezenia fosforanéw w medium (lyc. 1,2). Fosfor pobrany przez mi-
kroorganizmy stanowit dla obydwu szcze])ow $rednio 8% przyrostej biomasy.
W fazie stabilizacji maksymalnego stezenia biomasy nastgpito wyczerpanie
sie octanu, bedacego jedynym Zrédiem wegla w pozywce. Proces ten obser-
wowano w hodowli aerobowej z kilkugodzinnym wyprzedzeniem w stosunku
do tej samej populacji wzrastajacej w warunkach anoksycznych. W medium
Z azotanem potasu wyczerpanie sie substratu nastgpito po 36 godzinach,
natomiast w warunkach tlenowych octan zostat zuzyty juz kitka godzin
wczesniej. Szybkos¢ wzrostu obydwu populacji byta zbtizona, natomiast ich
mniejsza liczebno$é, a tym samym nizsze stezenia biomasy zaobserwowano
dla hodowli w medium zawierajgcym azotan. Catkowite zuzycie tatwo przy-
swajalnego octanu i faza maksymalnego wzrostu zbiegaly sie w czasie, na-
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Ryc. 1. Krzywe wzrostu populacji bakteryjnej 8.16 oraz pobierania fosforanéw w aerobowych,
anaerobowych i anoksycznych warunkach hodowli.

biomasa, hod. beztlenowa biomasa, hod. tlenowa
biomasa, hod. anoksyczna PO,-P, hod. beztlenowa
PO,-P, hod. tlenowa aenob. PO,-P, hod. anoksyczna

Ryc. 2. Krzywe wzrostu populacji bakteryjnej 7.22 oraz pobierania fosforanow w aerobowych,
anaerobowych, anoksycznych warunkach hodowli.
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tomiast azotan pozostawat jeszcze w medium w niewielkim stezeniu (ryc.
3,4,5). W efekcie barwienia metoda Neissera komoérek bakteryjnych z pier-
wszej fazy eksperymentu, obserwacje mikroskopowe wykazywaty wystepowa-
nie w cytoplazmie miejsc o ciemnoniebieskim zabarwieniu, odpowiadajgcych
wybarwionym granulkom polifosforanowym.

Ryc. 4. Zmiany stezenia octanu w medium podczas wzrostu szczepu 7.22.
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Ryc. 5. Zmiany stezenia octanu w medium podczas wzrostu szczepu 8.16.

W drugim etapie eksperymentu, w konsekwencji zmiany warunkéw Srodo-
wiska egzystencji bakterii na $cisle beztlenowe, dla obydwu badanych populacji
obserwowano wzrost stezenia fosforandbw w medium (ryc. 6,7). llos¢ fosforu
wydzielona z komorek w warunkach scisle beztlenowych byta kazdorazowo wyz-
sza dla préb zawierajagcych dodatkowo zrddio wegla organicznego w postaci
octanu sodowego. Jedynie dla szczepu 8.16 przeniesionego z hodowli tlenowej
do $rodowiska beztlenowego nie obserwowano wyraznych réznic w ilosci fosfo-
randw wydzielanych do medium w prébach z octanem i bez niego. Uwalnianie
fosforu z komérek tej populacji nie stabilizowato sie w petni po dwudziestu

5t
0 -
10 15 20
czas, h
7.22 z hod. anoksycznej -7.22 z hod. anoksycznej (+15 mM octanu)!
7.22 z hod. tlenowej -7.22 z hod. tlenowej (+15 mM octanu)

Ryc. 6. Wydzielanie fosforu w warunkach beztlenowych przez bakterie szczepu 7.22 z tlenowej
i anoksycznej hodowli.
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10 15 20
czas, h
8.16 z hod. anoksycznej 8.16 z hod. anoksycznej (+15 mM octanu)!
8.16 z hod. tlenowej 8.16 z hod. tlenowej (+15 mM octanu) |

Ryc. 7. Wydzielanie fosforu w warunkach beztlenowych przez bakterie szczepu 8.16 z tlenowe;j
i anoksycznej hodowli.

godzinach eksperymentu, natomiast szczep 7.22 z tlenowej hodowli nie wy-
kazywat dalszych mozliwosci uwalniania fosforu po takim samym czasie.

5. Dyskusja wynikéw

Obserwacje populacji 7.22 i 8.16 w czasie hodowli jednoznacznie wska-
zuja, ze w wamnkach S$cisle beztlenowych nie namnazat sie¢ zaden z obser-
wowanych szczepdw. Obecnos¢ tlenu lub azotanéw jako akceptora elektro-
néw w tancuchu oddechowym jest elementem niezbednym w procesie oddy-
chania wyizolowanych mikroorganizméw, nie sg one zatem Scistymi beztle-
nowcami. Jednoczes$nie obecno$é rozpuszczonego tlenu nie stanowi warunku
koniecznego dla ich rozwoju.

Ubytek fosforandéw z medium w etapie hodowli wraz z wynikami barwienia
Neissera wskazujg na zdolno$¢ badanych szczepéw do pobierania fosforu
nie tylko dla potrzeb syntezy biomasy, ale rowniez do akumulacji fosforu
w komoérkach bakterii w postaci wielkoczgsteczkowych polimeréw — polifo-
sforan6w. Ta wihasciwos¢ byla dotychczas przypisywana gtéwnie bezwzgled-
nym tlenowcom (4,5,13). Informacje o podobnych obserwacjach dotyczacych
akumulacji polifosforanéw w warunkach anoksycznych znajduja sie réwniez
w niektérych publikacjach na temat biologicznej defosfatacji (17,19). Obec-
nos¢ octanu, jako Zrédta wegla stymulowata wydzielanie fosforanéw z komé-
rek bakteryjnych w $rodowisku S$cisle beztlenowym. Procentowo, ilo$¢ wy-
dzielonego fosfom by#a nizsza, niz wczesniej pobrana podczas wzrostu po-
pulacji. Jednoczesnie stezenie fosforanow w medium byto kilkakrotnie wyzsze
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dla bakterii po uprzednim wzroSeie w warunkach anoksycznych, niz ilo$¢
wydzielona przez te samg populacje hodowang w warunkach tlenowych.
W Swietle doniesien literaturowych o wptywie innych prostych kwaséw or-
ganicznych i ich soli na intensywno$¢ wydzielania fosforu przez populacje
mikroorganizméw osadu czynnego zasadnym jest przeprowadzenie dalszych
testow z zastosowaniem roznych substratow i ich stezen (3,5,11,20).

6. Podsumowanie i wnioski

Populacja osadu czynnego jest mieszanym zespotem mikroorganizméw, w kté-
rym zdecydowang przewage iloSciowg majg bakterie. Szereg obserwacji i eks-
perymentoéw mikrobiologicznych dotyczacych metabolizmu zwigzkéw organicz-
nych oraz zwigzkéw azotu i fosforu, znajdujacych sie w Sciekach bytowo-go-
spodarczych, koncentruje sie na specyficznych populacjach bakteryjnych.
Dzieki duzej r6znorodnosci drobnoustrojéw w biocenozie osadu czynnego, roz-
kfad zanieczyszczen wystepujacych w sciekach moze nastepowaé na drodze
réoznych przemian metabolicznych w jednym reaktorze. Jednakze zapewnienie
wowczas optymalnych warunkow dla uzyskania maks3analnej efektywnosci catego
procesu stwarza duze trudnosci. Niejednokrotnie konsekwencja dazenia do
poprawy skutecznosci procesu oczyszczania Sciekdw, w juz istniejgcych lub
projektowanych systemach, byto zwiekszenie liczby bioreaktoréw lub powie-
kszenie objetosci i wydzielenie odpowiednich stref w jednym reaktorze. W tak
rozbudowanym ciagu technologicznym zachodzg sekwencyjnie procesy rozkia-
du zwigzkéw organicznych, nitryfikacji, denitryflkacji oraz defosfatacji, w ko-
lejnosci wynikajacej ze specyfiki stosowanego systemu. Usuwanie fosforu na
drodze biologicznej taczy sie Scisle z sekwencja beztlenowych i tlenowych wa-
runkéw Srodowiska. W tych tez warunkach odpowiednio zachodza procesy
denitiyfikacji i nitryfikacji. Dotychczas przewaza poglad, ze mikroorganizmy
denitiyfikujgce i akumulujace polifosforany stanowig odrebne grupy. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wskazujg na obecno$¢ w osadzie czynnym ba-
kterii posiadajacych zdolno$¢ prowadzenia zaréwno denitiyfikacji, jak i nad-
miernej akumulacji fosforu. Niezaleznie od charakteru obserwowanych prze-
mian fosforu, badane populacje wykorzystywaty dla potrzeb przyrostu biomasy
oraz innych przemian metabolicznych zewnatrzkomoérkowe Zrédto wegla w po-
staci tatwo przyswajalnego octanu. Mozliwo$¢ rownoczesnej denitiyfikacji i nad-
miernego pobierania fosforu w warunkach anoksycznych zmniejsza zapotrze-
bowanie na duzg ilos¢ tatwo rozktadalnych zwigzkéw organicznych, dla uzy-
skania intensywnosci przemian, poréwnywalnej z prowadzonymi przez odrebne
gatunki mikroorganizméw. Jednoczes$nie prostszym i ekonomicznie korzystniej-
szym zabiegiem moze byé zastosowanie jednego reaktora i stworzenie w nim
optymalnych warunkow dla denitiyfikacji i biologicznej defosfatacji. Dalsze po-
manie wihasciwosci i specyfiki grup drobnoustrojow o cechach zaobserwowa-
nych w przeprowadzonych doswiadczeniach stwarza mozliwos¢ opracowania
nowych zintegrowanych i zintensyfikowanych systemow biologicznego usuwa-
nia ze Sciekdw pierwiastkéw biogennych — azotu i fosforu.
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Intracellular phosphorus accumulation by bacteria from the population of
activated sludge

Summary

Two strains of bacteria isolated from activated sludge were tested for their ability to grow

under aerobic, anaerobic and denitrifying condition. The microorganisms stored phosphorus
intracellularly as polyphosphates in aerobic and anoxic milieu. Both strains appared to be able
to release phosphates anaerobicaly, which was stimulated by acetate. Particularly high P.-release
effect was observed in the case of bacteria which grew under anoxic conditions.
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