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1. Wprowadzenie

Najpopularniejszym i stosowanym na szeroka skale
sposobem oczyszczania $ciekdéw jest metoda osadu
czynnego. Osad czynny stanowi skupisko réznych grup
bakterii zooglealnych, bakterii nitkowatych, grzybow,
glonéw i pierwotniakéw. Mikroorganizmy te tworza
mate klaczki o $rednicy 50-300 um [7, 8, 34]. W reak-
torach, w ktorych osad czynny poddany jest dziataniu
duzych sit hydrodynamicznych, male agregaty tacza sie
ze sobag i tworzg granule o sferycznym lub elipsoidalnym
ksztalcie, a ich $rednica wynosi wtedy od 0,2 mm do
20 mm. Pierwsze wzmianki o beztlenowych granulach
formujacych sie w reaktorze UASB (Upflow Anaero-
bic Sludge Blanket) pojawity si¢ w latach 80-tych [20].
Obecnie trwaja badania nad technologia granulowanego
osadu w warunkach tlenowych [17, 21, 37]. Granule
o kompaktowej, gestej strukturze, duzej bioréznorod-

nosci oraz o doskonatych wlasciwosciach sedymentacyj-
nych wykorzystuje sie do oczyszczania $ciekéw zaréwno
o niskim, jak i wysokim obcigzeniu tadunkiem zanie-
czyszczen, usuwania zwigzkow azotu i fosforu, a takze
toksycznych substancji.

Zaleta proceséw wykorzystujacych granulowany osad
czynny jest przede wszystkim zmniejszenie wymiaréw
reaktorow, w ktorych prowadzone sa procesy. Dodat-
kowo zwigksza si¢ czas retencji i stopien koncentracji
biomasy w ukladzie, a poprzez to nastepuje poprawa
efektéw oczyszczania $ciekéw. Granule osadu czynne-
go formujg si¢ w obecnosci réznorodnych substratow,
takich jak np. glukoza, skrobia, octan sodu, etanol, me-
tanol, fenol, fruktoza, maltoza oraz przy zapewnieniu
odpowiednich warunkéw, takich jak wysokie stezenie
tlenu rozpuszczonego, krotki czas sedymentacji, warunki
»uczta/gtéd”, dzialanie sit hydrodynamicznych, wysokie
obcigzenie fadunkiem zanieczyszczen [24]. Dokladny
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mechanizm granulacji osadu nie zostal jeszcze poznany
i wymaga dalszych badan, tak aby z sukcesem udato sie
pozyskaé granule w pelnowymiarowych reaktorach.
W pismiennictwie odnajdujemy wiele informacji na
temat wlasciwosci fizykochemicznych granul, oceny
skutecznosci usuwania zwigzkdw wegla, azotu i fosforu.
Jednakze, aby méc doktadnie zdefiniowaé mechanizm
formowania granul, konieczne jest poznanie interakcji
pomiedzy grupami mikroorganizméw egzystujacymi
w granuli, poznanie mechanizmu ich adaptacji do zycia
w warunkach stresowych oraz opisanie relacji pomig-
dzy strukturg granul a kompozycja $ciekow, warunkami
pracy reaktora czy jego konfiguracjg. Uformowanie
granul osadu o zwartej, jednorodnej strukturze, ktore
beda zachowywaly dlugo swoja stabilnos¢, niezaleznie
od obcigzenia reaktora tadunkiem zanieczyszczen bio-
gennych czy obecnosci substancji toksycznych w dopty-
wajacych $ciekach, stanowi wyzwanie dla badaczy.

W ciagu ostatnich 10 lat badania skupione byly na
ocenie populacji mikroorganizméw wystepujacych
w granuli, a takze dystrybucji polimeréw zewnatrz-
komorkowych, kanatéw i poréw w strukturach granuli.
Oceny mikrostruktury dokonuje si¢ z wykorzysta-
niem najnowoczesniejszych technik mikroskopowych,
takich jak mikroskopia fluorescencyjna z wykorzysta-
niem hybrydyzacji in situ (FISH - fluorescent in situ
hybridization), transmisyjna mikroskopia elektronowa
(TEM - transmission electron microscopy), skaningowa
mikroskopia elektronowa (SEM - scanning electron
microscopy), mikroskopia konfokalna (CLSM - confo-
cal laser scanning microscopy), a takze nowoczesnych
technik biologii molekularnej, takich jak technika
PCR-DGGE, analiza bialek z wykorzystaniem techniki
SDS-PAGE [1, 12, 13, 22, 32]. W artykule zgromadzono
najwazniejsze informacje dotyczace budowy granul tle-
nowych w mikro skali. Zebranie i usystematyzowanie
wiedzy na temat struktury granul w odniesieniu do
warunkoéw, w jakich zostajg uformowane jest niezwykle
praktyczng wskazowka dla przyszlych badaczy. Wska-
zuje, w jakim kierunku powinny by¢ prowadzone dalsze
badania, pozwala tez lepiej zrozumie¢ istote i mecha-
nizm procesu formowania granul.

2. Charakterystyka polimerow zewnatrzkomorkowych

Polimery zewnatrzkomoérkowe — EPS (Extracellu-
lar Polymeric Substances) sa to substancje wydzielane
przez mikroorganizmy, produkowane podczas lizy
komorki badz adsorbowane z pozywki i akumulowane
na powierzchni komoérki, do ktérych zaliczamy rézno-
rodne zwiazki organiczne, takie jak egzopolisacharydy
(PS), egzoproteiny (PN), DNA, kwasy humusowe, kwasy
uronowe itp. Odgrywaja one bardzo wazng rol¢ w pro-
cesie granulacji [35].

Rys 1. Tlenowe granule osadu czynnego. (Fot. B. Konczak)

Wydzielanie polimeréw zewnatrzkomorkowych jest
powszechnie spotykane w przyrodzie. Dla wigkszosci
mikroorganizmow jest strategia zyciowa. I tak na przy-
ktad bakterie ptytki nazebnej intensywnie produkcja
polimery zewnatrzkomorkowe i tworza warstwe bio-
filmu, ktéra pomaga im przyczepi¢ sie do powierzchni
zeba, dlugo na niej utrzyma¢, a dodatkowo zapewnia im
ochrone przed sitami mechanicznymi.

Granule sg bardzo dynamicznym i aktywnym ukfa-
dem, poddanym silnemu oddzialywaniu sit hydrody-
namicznych (rys.1). Szans¢ przetrwania majg tylko
mikroorganizmy o silnych wlasciwosciach adhezyjnych
i majacych zdolno$¢ wydzielania polimeréw zewnatrz-
komérkowych [23, 33]. Macierz EPS pokrywajaca po-
wierzchnig granuli stanowi material, do ktérego przycze-
piaja sie czastki, komorki badz male agregaty komorek,
a zarazem pomaga w utrzymywaniu integralnosci struk-
tur granul. Polimery zewnatrzkomérkowe tworza kap-
sulki, ktdre otaczaja i zamykaja skupiska komorek w gra-
nuli osadu. Mogg one tez pokrywac ciala orzesek, badz
tez formowac¢ macierz wokot kolonii bakterii.

Dzigki otoczce utworzonej z EPS mozliwe jest koeg-
zystowanie kolo siebie réznych typoéw mikroorganiz-
mow, nawet, gdy jedne z nich produkujg substancje
toksyczne dla innych. I tak na przyklad, w srodowisku
naturalnym kolonie bakterii Acinetobacter sp. uniemoz-
liwiajg rozwdj bakterii Bacillus sphaericus, natomiast
w granuli obserwuje sie wzrost tychze populacji w nie-
wielkiej odleglosci od siebie. Jest to mozliwe dzigki pro-
dukcji EPS, ktore tworzg ochronng przestrzen dla kazdej
z kolonii mikroorganizméw i efektywnie adsorbuja sub-
stancje toksyczne [2].

2.1. Wizualizacja i ocena struktury EPS za pomoca
nowoczesnych technik mikroskopowych

Wizualizowanie i ocena struktury EPS za pomoca
konwencjonalnego mikroskopu $wietlnego jest prak-
tycznie niemozliwe. Stad tez w ostatnich latach coraz
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wiecej uwagi po$wigca si¢ technikom mikroskopii elek-
tronowej oraz konfokalnej.

W mikroskopie elektronowym $wiatlo widzialne
zastapione jest przez wiazke elektronéw, dzigki czemu
mozna badal strukture polimerdéw zewnatrzkomorko-
wych juz na poziomie atomowym. W praktyce wyko-
rzystuje sie trzy rodzaje mikroskopow:

« TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy,

o SEM - skaningowy mikroskop elektronowy,

« ESEM - $rodowiskowy skaningowy mikroskop

elektronowy.

Mikroskopia elektronowa z uwagi na wysoka proznie
panujaca w komorze mikroskopu wymaga specjalnego
przygotowania preparatu. W mikroskopie transmisyj-
nym typowa procedura obejmuje: utrwalanie, odwad-
nianie, nasycenie obiektu zywica syntetyczna i jej
polimeryzacje, pocigcie bloku Zywicy na ultracienkie
skrawki (ponizej 0,1 um) oraz barwienie skrawkow
solami metali ciezkich. Technika ta umozliwia szcze-
gotowe obserwacje na poziomie makroczasteczko-
wym elementéw struktury obiektu biologicznego, np.
komorki bakterii, réznigce sie powinowactwem do
jonéw metali ciezkich, a uzyskany obraz tych struktur
jest ,,plaski”, dwuwymiarowy [18].

W przeciwienstwie do TEM preparaty biologiczne
badane w mikroskopie elektronowym typu SEM moga
by¢ réznej grubosdci, a wiazka elektronéw skanujac
powierzchnie analizowanego preparatu uwalnia z niej
sygnaly elektronowe, ktdre nastepnie po przetworzeniu
dajg tréjwymiarowy obraz probki. Ponadto preparaty
oprécz utrwalania i odwadniania muszg by¢ wysuszone,
W przeciwnym razie umieszczone w prézni moga stac
sie Zrodlem par i spowodowac uszkodzenie mikroskopu.
Suszenie odbywa sie poprzez technike liofilizacji badz
technike suszenia w punkcie krytycznym, ktéra pozwala
wysuszy¢ material biologiczny bez jego deformacji. Nie-
stety probki przed suszeniem muszg zosta¢ utrwalone
w glutaraldehydzie, ktéry moze powodowaé zmiang
struktury EPS i by¢ Zzrédtem niepozadanych artefaktow.
Aby tego unikna¢ stosuje si¢ stabilizacje glikokaliksu
poprzez uzycie przeciwcial, czy lecytyny, a takze bar-
wienie EPS za pomoca barwnikéw zawierajacych czer-
wien rutenu, dzigki czemu mozna wizualizowaé materiat
tibrylarny lezacy pomiedzy komérkami [30, 36]. Nato-
miast nowoczesny mikroskop elektronowy ESEM moze
pracowac przy wyzszym cisnieniu (siegajacym ci$nienia
pary nasyconej wody w temp. 20°C), w obecnosci gazu
w komorze obserwacyjnej, dzieki czemu mozliwe jest
badanie materiatéw mokrych i oleistych. Preparaty bio-
logiczne wizualizowane za pomoca ESEM nie wymagaja
uprzedniego przygotowania probek ani napylania ich
czgsteczkami ztota [39].

Nowe techniki badawcze, takie jak SEM czy TEM,
pozwolily nie tylko na stwierdzenie, iz w obrebie gra-
nuli wystepuja réznorodne typy morfologiczne bak-

Rys. 2. Réznorodnoé¢ form fibrylarnych EPS.
SEM (Fot. J. Karcz)

terii (pateczki lub ziarenkowce), ale takze na okresle-
nie dystansu pomiedzy nimi. Okazalo si¢, iz w kazdym
agregacie utworzonym przez odmienne populacje
bakteryjne ten dystans jest inny. W agregatach o gesto
upakowanych komorkach, ilo§¢ EPS jest mniejsza niz
w agregatach utworzonych z luzno rozrzuconych komé-
rek [19]. Ponadto udalo si¢ stwierdzi¢, iz w centralnej
czedci granuli, znajduja sie gesto upakowane komorki
bakteryjne i polimery zewnatrzkomdrkowe, natomiast
w warstwach zewnetrznych ilo§¢ komorek, jak i poli-
merdw zewnatrzkomoérkowych jest mniejsza, co z kolei
ulatwia dyfuzje oraz transport masy i tlenu rozpuszczo-
nego do glebszych warstw [27, 34].

Lemerie iwsp. [19], zwracaja uwage, iz ksztalt
komorek bakteryjnych w centralnej czesci granuli jest
nieregularny, co sugeruje, iz s3 to martwe komorki.
Wtékna utworzone z EPS prezentuja réznorodnoséé
ksztaltow, deseni, ktore uwidaczniajg sie podczas obser-
wacji za pomocg skaningowego mikroskopu elektrono-
wego, a wynikaja z réznorodnej chemicznej kompozycji
EPS (rys.2).

Nowy poglad na temat polimeréw zewnatrzkomor-
kowych przyniosta technika mikroskopii konfokalnej
CLSM (confocal laser scanning microscopy), stanowigca
odmiane mikroskopii $wietlnej, charakteryzujacej sie
duza rozdzielczo$cig i kontrastem. Dzieki tej technice
udalo sie zidentyfikowac i okregli¢ dystrybucje miedzy-
komoérkowych EPS. McSwain iwsp. [23] podaja, iz
kompozycja i stezenie EPS zmienia si¢ wraz z glebo-
ko$cig warstwy. W technice CLSM $wieze, uwodnione
granule wybarwia si¢ stosujac barwniki zawierajace
odpowiedni fluorochrom, ktdry wiaze si¢ z reaktywnymi
grupami. Do najpopularniejszych zaliczamy:
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« Fluoresceina (FITC) (488 nm/500-550 nm)* — barw-
nik reagujacy z grupami aminowymi, stuzacy do
wybarwiania wszystkich bialek i aminocukréw [3];

« Konkanawalina A (conA) (561/570-590 nm)* — stu-
zy do wybarwiania a-mannopiranozy i a-glukopi-
ranozy (polisachrydy) [25];

« Bialy kalkofluor (CW) (347/450 nm)* - wybarwia
$ciany komorkowe bakterii i grzybow [15];

o Grupa barwnikéw SYTO - wybarwianie kwasow
nukleinowych oraz znakowanie zywych i martwych
komorek, dzieki wykorzystaniu réznicy w prze-
puszczalnosci blon komérkowych; najczesciej sto-
suje sie SYTO63 (633/650-700 nm)* i Syto Blue
(458/460-480 nm)* [3];

o Czerwien Nilu (514/625-700 nm)* - wybarwianie
lipidow [14].

Badania technikg mikroskopii konfokalnej wyka-
zaly, iz zewnetrzne warstwy granul utworzone sa przede
wszystkim z zywych komorek, ,,sklejonych” ze soba za
pomocg a- i p-D-glukopiranozy (polisacharydy) i chro-
nione sg warstwa lipidow. Natomiast bialka rozproszone
sa w calej objetosci, przy czym ich najwigksza ilo$¢ znaj-
duje si¢ w centrum granuli [1, 9,23]. Chen iwsp. [9]
i Adav iwsp. [1], zwracaja uwage no to, iz centrum
granuli utworzone jest przede wszystkim z martwych
komorek, zatem obecne tam biatka, to najprawdopo-
dobniej polimery wewngtrzkomérkowe, uwolnione
w wyniku lizy komoérek. W centrum granuli penetra-
cja substratu i tlenu jest utrudniona, uwolnione biatka
moga wiec stanowi¢ zrédlo substancji odzywczych dla
zywych i aktywnych mikroorganizméw z tej strefy.

2.2. Analiza skladu bialek zewnatrzkomdrkowych
z wykorzystaniem techniki SDS-PAGE

Jak wspomniano powyzej, bialka sg istotnym kom-
ponentem granul, dla tego wielu badaczy podejmuje
sie prob analizy jakos$ciowej bialek wspdttworzacych
macierz EPS. W tym celu wykorzystuje si¢ najczesciej
technike SDS-PAGE. Jest to jedna z metod elektroforezy
polegajaca na rozdzielaniu biatek w zelu poliakrylami-
dowym w obecnosci dodecylosiarczanu sodu (SDS).
SDS jest zwigzkiem denaturujacym i oplaszczajagcym
biatko. W wyniku jego dzialania wszystkie biatka nabie-
raja charakteru liniowego, posiadaja fadunek ujemny
i moga swobodnie migrowa¢ w zelu, przy czym szyb-
kos¢ ich migracji zalezy od masy czasteczkowej biatka.
Po wybarwieniu zelu, uzyskane prazki poréwnuje sie
ze wzorcem, dzigki czemu mozna wyznaczy¢ mase cza-
steczkowg analizowanych bialek [26]. Badacze podaja,
iz egzoproteiny wystepujace w macierzy EPS majg mase
czasteczkowa rzedu 31-97,4kDa. W wyniku analizy
profilu biatek w zelu, Feng i wsp. [12] stwierdzili, iz

*

(eksytacja/emisja)

ilo$¢ bialek wzrasta wraz z procesem granulacji, czesto
tez pojawiaja si¢ nowe prazki, ktore $wiadczg o tym, iz
mikroorganizmy syntetyzuja nowe biatka podczas facze-
nia si¢ w agregaty. Istnieje takze korelacja pomiedzy
iloscig zewnatrzkomorkowych bialek a hydrofobowoscia
komorek. Stwierdzono, iz wraz z procesem granulacji
roé$nie ilo$¢ wydzielanych bialek, wzrasta hydrofobo-
wos¢, maleje natomiast fadunek powierzchniowy.

3. Charakterystyka granul
3.2. Struktura granul

Tlenowe granule charakteryzuje heterogenna budo-
wa, a kazda granula sktada sie z kilku matych agregatow
ulozonych radialnie badz w postaci koncentrycznych
warstw. W wigkszych granulach obserwuje si¢ obecnosé¢
mikrogranul w obrebie jednej, duzej granuli [11, 23, 31].

Warstwowa i heterogenna budowa granuli jest wyni-
kiem ograniczonej dyfuzji substratéw i tlenu do wne-
trza granuli. Srodowisko chemiczne w granuli czesto
zmienia si¢ diametralnie wraz z glebokoscia. Substan-
cje biogenne wystepujace w cieczy otaczajacej sa konsu-
mowane przez mikroorganizmy z warstw zewnetrznych
iich stezenie maleje wraz z glebokoscig. Z drugiej strony
wzrasta stezenie produktow metabolicznych, ktére aku-
mulowane s3 we wnetrzu granuli. Zatem, ograniczona
dyfuzja wywoluje poziomy badz odwrotny gradient sub-
stancji i generuje zmienno$¢ mikroorganizméw w gra-
nuli, ktére dostosowuja si¢ do lokalnych warunkéw. Naj-
lepszym tego przykladem jest ograniczona dyfuzja tlenu.
Tlen konsumowany jest szybko w powierzchniowych
warstwach granuli (do 100 um glebokosci) przez mikro-
organizmy wykazujace tlenowy metabolizm i utlenia-
jace azot amonowy do azotynéw. Natomiast w glebszych
warstwach powstaja warunki odpowiednie do rozwoju,
mikroorganizmdw utleniajacych azotyny do azotanow
[4, 10]. W centrum granuli, gdzie dyfuzja tlenu jest
ograniczona, azotany redukowane sg do wolnego azotu.

Agregaty bakterii utleniajacych azot amonowy s3
wydluzone radialnie, co zwigzane jest z krokowa dyfuzja
tlenu do wnetrza granuli, a takze z odwrotnym gradien-
tem azotu amonowego uwalnianego z glebokich warstw
utworzonych z martwych komérek. Radialne wydluza-
nie agregatdw jest tez strategia przezyciows, poniewaz
posiadaja one wtedy wysoki stosunek powierzchni do
wysokosci, co znacznie poprawia transfer substratu.
Grubos¢ warstwy aktywnej w duzej mierze zalezy od
koncentracji substancji biogennych w cieczy oraz aktyw-
noséci metabolicznej mikroorganizmoéw. Kiedy wyste-
puje nadmiar substancji odzywczych, penetruja w glab
i warstwa aktywna jest wtedy cienisza. Natomiast, gdy
substancji odzywczych jest mniej, przeciwnie sa one
szybko zuzywane i wtedy warstwa aktywnych mikroor-
ganizmow jest relatywnie grubsza.
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Tabela I

Charakterystyka poszczegolnych warstw granuli [1, 16, 23, 24, 32, 33]

Warstwa

Srednia gleboko$¢ warstwy od powierzchni
granuli i jej grubos¢

Rola w granuli, informacje dodatkowe

Warstwa utworzona z agregatow
bakterii utleniajacych azot amonowy

70 um (glebokos$¢), 20 pm (grubos¢)

Najaktywniejsza warstwa, ktorej grubosé
zalezy od ilosci tlenu i stopnia jego dyfuzji.

Fakultatywne bakterie beztlenowe

Koncentracja wzrasta, az osigga maksymalng
warto$¢ na glebokosci 450 pm i az do 850 um
utrzymuje stalg warto$¢

Przeprowadzajg procesy tlenowego
i beztlenowego utleniania zanieczyszczen.

Obligatoryjne bakterie beztlenowe
(Bacteroides sp.)

850um (glebokos¢), 150um (grubosé)

Odpowiedzialne za beztlenowe procesy
rozktadu zanieczyszczen.

Bialka Rozproszone w calej objeto$ci granuli Sg zrédtem substancji zapasowych dla
mikroorganizméw z glebszych warstw.
Polisacharydy Wystepuja w calej objetosci, przy czy Stanowig szkielet granuli. Moga utrudnia¢

najwieksze stezenie polisacharydow wystepuje
tuz przy powierzchni

dyfuzje substratu w glab granuli.

Kora utworzona z martwych komorek

Gleboko$¢ 1000 pm. Grubos¢ zalezy

Dostarczaja monomerdw i wolnego azotu

w centrum granuli od $rednicy granuli

do warstw zewnetrznych.

W kazdej granuli wyr6zni¢ mozemy dwie strefy: kore
oraz obrzeze. Luzna warstwa zewnetrzna utworzona
jest w glownej mierze przez bakterie, orzeski osiadle
i grzyby. Ta czgé¢ granuli jest najbardziej dynamicznym
i aktywnym ukladem poddanym silnemu oddzialywaniu
sit hydrodynamicznych. W granulach o kompaktowej
i zwartej strukturze, w powierzchniowych warstwach
obserwuje sie tylko grzyby i orzeski. Kora utworzona jest
przez gesto upakowane komorki bakteryjne i polimery
zewnatrzkomorkowe [27, 34].

3.1. Wizualizacja kanalow i poréw z wykorzystaniem
techniki CLSM

Kanaly i pory obserwowano w granulach kultywowa-
nych na pozywce z dodatkiem octanu sodu [38]. Tworza
one w granuli sie¢, ktéra uczestniczy w transporcie sub-
stratow i metabolitow. Lemaire iwsp. [19] podaja, iz
w duzych granulach wystepuje duzy por, polaczony sys-
temem kanalikow z warstwami zewnetrznymi (rys. 3).
Ponadto informuja, iz duze granule o zbitej strukturze
z czasem rozpadajg si¢ i tworzg si¢ z nich nowe granule.

Kanaly czesto wypelnione sg polimerami zewnatrz-
komoérkowymi, a transport w nich przypomina trans-
port wod podziemnych, ktére cyrkulujg wolnymi prze-
strzeniami i porami wystepujagcymi w glebie. W tym
typie kanatéw nie wystepuja mikro-agregaty, ze wzgle-
du na staly przeplyw cieczy w kanatach, ktéry unie-
mozliwia adhezje i powoduje wymywanie czastek.
W sytuacji, gdy kanaty nie s3 wypelnione polimerami
zewnatrzkomorkowymi, transport przypomina ruch
wdd $rodladowych, ktdry nie jest prawie niczym ogra-
niczony. Ten typ kanaléw najczesciej ulokowany jest
pomiedzy dwoma agregatami o ksztalcie przypomina-
jacym ,kalafiorowg rézyczke”

Zheng i wsp. [38] badali technikg mikroskopii
konfokalnej dystrybucje kanaléw i poréw o $rednicy
wiekszej niz 0,1 um z uzyciem TetraSpec Fluorescent
Microsphere Standards (Molecular Probes, OR, USA).
Wykazali oni pozytywna relacje pomiedzy aktywnoscia
granul a obecnoscig porow. Wykazali tez, iz ilos¢ porow
maleje wraz ze wzrostem $rednicy granul. Najprawdo-
podobniej jest to wynikiem zablokowania poréw przez
polimery zewnatrzkomoérkowe. Mniejsza ilos¢ wolnych
pordéw wplywa na ograniczony transport substancji bio-
gennych do wnetrza, a to z kolei wplywa na mniejsza
aktywno$¢ mikroorganizmow tej strefy.

Jak podaja Ivanow iwsp. [16] grubo$¢ warstwy
poréw koreluje ze $rednicg granuli. Jako przykiad podaja,

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 12 1.4

Rys. 3. Dystrybucja kanaléw i poréw w tlenowej granuli.
CLSM (ultraskrawek o grubosci 300 um). (Fot. B. Koniczak)
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Koncentracja

kanatow i poréw Odlegtos¢

od powierzchnii

1200

Rys. 4. Rozklad kanaléw i poréw w granuli o $rednicy 1200 pm

iz w granuli o $rednicy 1000 um, grubos¢ warstwy poréw
siega 350 um. Natomiast w granuli o $rednicy 550 pum,
grubos¢ ta wynosi 250 um. W granuli, ktérej $rednica
wynosi 1200 pm rozklad poréw i kanaléw prezentuje si¢
tak jak przedstawia to rys. 4.

Pory i kanaly penetruja granule az do gltebokosci
900 um. Najwieksza ich koncentracja wystepuje w obsza-
rze 300-500 um od powierzchni granuli. Zaznaczaja
takze, iz w przypadku duzych granul nie obserwuje si¢
penetracji czastek o $rednicy wigkszej niz 0,1 um do cen-
tralnych warstw granuli.

3.2. Dystrybucja mikro-populacji w granuli
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej

Dystrybucje zywych i martwych populacji w gra-
nuli bada sie z wykorzystaniem barwnikéw fluorescen-
cyjnych SYTO63 i Baclight Live-Dead Staining Kit.
Zaréwno w centrum, jak i na powierzchni obserwuje sie
komorki zamkniete w macierzy utworzonej z EPS. Zywe
komorki wystepujace w powierzchniowych warstwach
majg gladka powierzchnie i kolisty ksztalt, natomiast
martwe komorki wystepujace w centrum charaktery-
zuje nieregularny ksztalt [19]. Podczas oceny skladu
populacji granulowanego osadu czgsto wykorzystuje si¢
mikroskopie fluorescencyjng i cytogenetyczna technike

EUB338
Bakterie
Proteobakterie
ALF1b BET42a GAM42a
a-Proteobakterie B-Proteobakterie y-Proteobakterie
Nitrospira briensis (AOB)
Nitrosovibrio tenuis (AOB)
Nitrosolobus multiformus (AOB) NSO
NEU | 790

Nitrosomonas eutropha (AOB)
Nitrococcus mobilis (AOB)
Nitrosomonas C56 (AOB)

Nitrosomonas europea (AOB)
i| 653

Rys. 5. Sondy uzywane w badaniach granulowanego osadu czynnego

hybrydyzacji in situ stuzaca do wykrywania w badanym
materiale genetycznym okreslonej sekwencji DNA za
pomocg fluorescencyjnych sond DNA.

Dzigki mikroskopii fluorescencyjnej mozna okresli¢
dystrybucje poszczegdlnych grup mikroorganizméw
w granuli. W badaniu tym wykorzystuje si¢ podstawowe
sondy, takie jak ALF1b, BET42a, GAM42a, ktére pozwa-
laja na okreslenie rozmieszczenia w granuli mikroorga-
nizméw nalezacych do klas: Alfa, Beta i Gamma proteo-
bakterii. Sondy te uzywa si¢ w polaczeniu z EUB338I.
Jak podajg Figueroa iwsp. [13] wiekszos¢ bakterii,
wspottworzacych mikro-populacje w granuli nalezy
do klasy B-proteobakterie. Pozostale nalezg do klasy
y- i wiekszo$¢ z nich to mikroorganizmy nitkowate.
Ze wzgledu na to, iz granule osadu czynnego moga
by¢ wykorzystane do oczyszczania $ciekow ze zwigz-
kéw azotu, bardzo czesto wykonuje sie badania, majace
na celu okredlenie dystrybucji bakterii nitryfikacyj-
nych w granuli. W tym celu najczgsciej uzywamy sond
NEU653 oraz NSO190. Badania Figueroa i wsp.
[13] wykazaly dominacje¢ bakterii heterotroficznych
w granuli i tylko niewielki udzial bakterii nitryfikacyj-
nych z rodzaju Nitrosomonas (sonda NEU653).

Podobne wyniki badan zaprezentowala Arrojo
i wsp. [5], ktorzy podaja, iz wickszos¢ bakterii nalezy
do bakterii amonifikacyjnych. Populacje bakterii nitry-
fikacyjnych wystepowaly rzadziej i przede wszystkim
byty to bakterie z rodzaju Nitrospira i Nitrobacter.

Badania z wykorzystaniem techniki FISH wciaz wy-
magaja ustalenia jednoznacznej procedury. Jak do tej
pory nie udato sie ustali¢ optymalnego czasu inkubacji
prob z sondami, z reguly wynosit on od 5 do 30 min. Ze
wzgledu na ograniczong dyfuzje substratu, czas inkubacji
powinien by¢ dobrany zgodnie ze $rednicg granul [9, 23].

3.2. Dystrybucja mikro-populacji w granuli
z wykorzystaniem techniki PCR-DGGE

Badania populacji wspoitworzacych granule z wyko-
rzystaniem tradycyjnych metod posiewowych sg nieuzy-
teczne ze wzgledu na wolne tempo wzrostu, zwlaszcza
bakterii nitryfikacyjnych. Rozwigzanie tych probleméw
przyniosta technika PCR-DGGE. Technika PCR polega
na amplifikacji badanej sekwencji DNA przy uzyciu
pary oligonukleotydowych starteréw, z ktérych kazdy
jest komplementarny do jednego konica sekwencji doce-
lowej DNA. Startery te s3 wydiuzane w kierunku prze-
ciwnym, za pomocg termostabilnej polimerazy DNA,
w cyklu, ktory obejmuje trzy podstawowe etapy:

- denaturacja dwuniciowej matrycy - 90-95°C,

- wigzanie starterow do jednoniciowej matrycy

50-65°C,

- synteza nici komplementarnej 68-72°C.

Wizualizacji produktéw PCR dokonuje si¢ poprzez
rozdziat elektroforetyczny z wykorzystaniem m.in. elek-
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troforezy w gradiencie czynnika denaturujacego (DGGE).
Czasteczki DNA umieszczone w Zelu migruja w polu
elektrycznym od ujemnie do dodatnie naladowanej
elektrody, a ich szybko$¢ zalezy od wielkosci czasteczki.
Nastepnie prazki wybarwia si¢ bromkiem etydyny i staja
sie one widoczne po naswietleniu $wiattem UV [26].

Technike PCR-DGGE wykorzystuje sie¢ miedzy
innymi w celu okreslenia populacji dominujacych w tle-
nowych granulach w zaleznosci od warunkéw prowa-
dzenia procesu [28, 29]. Wykonuje si¢ tez analizy ilo$ci
i bior6znorodnosci populacji bakterii z grupy Alfa, Beta
proteobakterii, a takze bakterii utleniajacych azot amo-
nowy (AOB) czy bakterii nitryfikacyjnych podczas roz-
ruchu i normalnej pracy reaktoréw biologicznych z kla-
sycznym osadem czynnym oraz granulowang biomasg
[32]. Badania Baek i in. [6] wykazaly, iz technika PCR-
-DGEE moze by¢ wykorzystana w monitoringu popu-
lacji bakterii utleniajacych azot amonowy w oczyszczal-
niach $ciekow.

4. Podsumowanie

W ostatniej dekadzie wiele pionierskich badan po-
$wieconych jest formowaniu tlenowych granul. Glow-
nym zainteresowaniem ciesza si¢ badania charakteryzu-
jace fizykochemiczne wlasciwosci granul, takie jak roz-
miar, hydrofobowos¢, tadunek powierzchniowy, gestos¢,
morfologia. Pomimo, iz na calym $wiecie wzrasta bardzo
szybko liczba publikacji skupiajacych sie wokot tematu
granulowanego osadu czynnego, wcigz nieznanych jest
wiele aspektéw zwigzanych z formowaniem granul. Dal-
sze badania powinny da¢ odpowiedz na wiele nurtuja-
cych pytan, takich jak: skad wynika utrata stabilnosci
granul i jak ja poprawi, jaki jest sklad mikropopulacji
wspottworzacych granule, jakie znaczenie maja poli-
mery zewnatrzkomorkowe, a zwlaszcza migdzykomor-
kowe, czy wystepuje zmiennos¢ ilosci i kompozycji EPS
w trakcie formowania granul. Odpowiedzi na te pyta-
nia nalezy szuka¢ w oparciu o fundamentalne badania
mikrobiologiczne. Polgczenie fizykochemicznych metod
z nowoczesnych technikami mikroskopii (SEM, TEM,
ESEM) i biologii molekularnej (FISH, PCR-DGGE,
SDS-PAGE) pozwoli na uzyskanie pelnego obrazu na
temat charakterystyki granul i moze by¢ zZrédlem nie-
zbednych informacji do projektowania reaktoréw w pel-
nej skali, a nastepnie do ich rozruchu.
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