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Zastosowanie analizy mikrobiologicznej
do oceny biologicznej aktywnosci wegli aktywnych

Sorpcja zanieczyszezeri na granulowanym weglu aktywnym
(GWA) jest obecnie jednym z podstawowych proceséw technolo-
gicznych stosownych w nowoczesnych stacjach uzdatniania wo-
dy. Mimo znacznych kosztéw granulowane wegle aktywne sa
powszechnie wykorzystywane w technice, przede wszystkim
z uwagi na konieczno$¢ biostabilizacji wody oraz dostarczenia
odbiorcom wody o jakosci spetniajacej standardy europejskie.
Istotny wptyw na efektywnosc filttéw weglowych maja — obok
sorpcji — procesy biochemiczne, zachodzace na powierzchni we-
gla aktywnego. Dzialanie mikroorganizméw w filtrach weglo-
wych polega na wykorzystywaniu rozpuszczonych zwiazkéw
organicznych jako substratéw pokarmowych, dzigki czemu na-
stepuje ich usuwanie z wody poprzez utlenienie w procesach
oddechowych oraz przyrost biomasy drobnoustrojéw. Istotnym
elementem efektywnego przebiegu tych proceséw jest transfor-
macja zwiazkéw opornych na biochemiczny rozktad do postaci
biodegradowalnej— BRWO (biodegradowalny rozpuszczony we-
giel organiczny), kt6ra uzyskuje si¢ w procesie ozonowania wody
poprzedzajacym sorpcje. Ozon majacy wysoki potencjal redukcyj-
no-oksydacyjny stanowi jednoczesnie czynnik utleniajacy, sprzyja-
jacy usuwaniu z wody wielu zwiazkéw na drodze chemiczne;.

Biomasa mikroorganizmé6w jest cze§ciowo usuwana podczas
plukanta filtréw i regulowana ilosciowo przez pierwotniaki roz-
wijajace sie na powierzchni wegla. Sposréd drobnoustrojéw
wystepujacych w filtrach weglowych dominuja bakterie z rodzi-
ny Pseudomonas (Ps. putida, Ps. fluorescens, Ps. maltophila, Ps.
cepacia, Ps. acidoverans) oraz Acinetobacter, Flavobacterium,
Bacillus, a takze pojawiaja sig promieniowce i grzyby. W ztozach
weglowych zachodzi proces nitryfikacji, prowadzony przez ba-
kterie autotroficzne i heterotroficzne w warunkach tlenowych.
W przypadku deficytu tlenu, jego Zrédlem moze byé ozon.
Jako$¢ wody odptywajacej z filtr6w weglowych zalezy od wha-
Sciwosci adsorbeyjnych granulowanego wegla aktywnego oraz
od intensywnosci proceséw biochemicznych usuwania RWO
(rozpuszczony wegiel organiczny), a wiec od ukladu jakoscio-
wego i ilociowego mikroflory rozwijajacej sie w ziozu.

W ostatnich latach opracowywane sa metodyki badar bio-
logicznych filtréw weglowych, w ktérych brany jest pod
uwage spos6b poborn prébek, ekstrakcji biomasy z poréw
wegla i oceny intensywno$ci rozwoju mikroorganizméw.
Przeglad danych literaturowych wskazuje, ze metodyki tych
badan sa zréZnicowane. Pobdr prébek wegla moze byé doko-
nywany przez [1,2]:
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— wymywanie strumieniem wody,
— zastosowanie specjalnych urzadzeii do poboru prébki
wegla z dowolnej wysokoéci ztoza,

—Zzawory umieszczone najczesciej na trzech wysokosciach filtru.

Ekstrakcje biomasy z filtru weglowego mozna natomiast
przeprowadzié na drodze:

— homogenizacji z buforem fosforanowym [3,4],

— homogenizacji z buforem Tris [1],

—homogenizacji wg Capey’a [5],

— wytrzasania z pirofosforanem sodu [7],

—procedury Mc Illvina z buforem na goraco [8],

— traktowania ultradZwiekami [8].

Do oceny intensywnosci rozwoju mikroflory na weglach
aktywnych stosowane s3 przewaznie metody posiewdw na pod-
loza hodowlane, metody enzymatyczne, sposoby okreslania
skladnikéw komérkowych oraz analiza mikroskopowa. Wsréd
metod hodowlanych wyréznié mozna metody ptytkowe, 4j. posie-
woéw bakterii na podtoza MPA [7,4], wg Van der Kooija [9], R2A
[3.10], agarowe z erytrocytami [11], wg Klotza i Wemera [12],
PCA[13]. Metody enzymatyczne obeJmUJa, badania nad szybko-
$cia poboru glukozy znakowanej C 14 przez drobnoustroje rozwi-
jajace signa weglu [16,17] lub aktywnosci dehydrogenazy ozna-
czonej testem TTC. Ocena zawarto$ci sktadnikéw komérko-
wych polega na okre§leniu ATP metoda Chappella i Piccolo
[14,15] oraz stezenia fosfolipidéw [18,19]. Badania mikroskopo-
we stosowane sa do oznaczenia liczby bakterii przy uzyciu mi-
kroskopu skaningowego [5,20] oraz na filtrach membranowych
[20-24] w mikroskopach biologicznych.

Cel, zakres i metodyka badan

Podstawowym celem badari byto sprawdzenie przydatnosci
wybranych metod stuzacych do oceny intensywnosci zasied-
lania zl6z filtréw weglowych przez mikroorganizmy. Zakres
badari obejmowat:

— przeprowadzenie badari poréwnawczych zwiazanych ze
sposobem wstepnej obrébki prébek wegli w celu uzyskania
biomasy odplukanej z ziaren wegla,

— okreslenie liczebno$ci mikroorganizméw w prébkach
wegli metoda posiewéw na podiozach MPA, R2A, Werne-
ra-Klotza oraz metoda oznaczenia fosfolipidéw w bionie bio-
logicznej rozwijajacej sie na ziarnach wegla aktywnego,

— identyfikacje mikroorganizméw zasiedlajacych badane
zloza weglowe,

— przeprowadzenie oceny wynikéw badan mikrobiologicz-
nych na tle analiz fizyczno-chemicznych wody, przed i po
procesie uzdatniania na filtrach weglowych.



44 M. Lebkowska, J. Wasowski, U. Wojsa-Lugowska

Wyboru metod dokonano pod katem mozliwosci ich wyko-
rzystania w praktyce, tzn. uwzgledniono latwosci ich uzycia
w rutynowych badaniach kontrolnych, dostepno$¢ aparatury
oraz koszty, przy réwnoczesnej duzej doktadnosci 1 powtarzal-
noéci wynikéw pomiar6w. Do badafi wykorzystano trzy filtry
sorpcyjne pracujace réwnolegle na stacji pilotowej na jednym
z wodociagéw w Warszawie. Filtry wypelnione byly ré6znymi
weglami aktywnymi, tj. weglem typu Picabiol, Chemviron F-400
i Norit 0.8 Supra. Woda doprowadzona do modeli filtréw pod-
dawana byta ozonowaniu na stacji pilotowej. Badania prowadzo-
no w okresie od poczatku marca do polowy czerwca 1996 r.,
w kt6rym temperatura wody wahata sigod 3,0 do 24,5 °C. Prébki
wegla do badari pobrano za pomoca specjalnych kréécéw zain-
stalowanych na $cianach kolumn sorpcyjnych z dwdéch pozio-
méw z16z wegla, tj. z wysokosci 1,5 moraz 1,0 m, liczac od spodu
7loza. Catkowita wysokos¢ z162 wynosita 2,0 m.

Badania nad efektywnoscia homogenizacji i wytrzasania pré-
bek wegla zbiomasa prowadzono dla wegla Picabiol. Zastosowa-
no trzy rodzaje cieczy ekstrahujacej bakterie: wode, bufor Tris
1 bufor fosforanowy (po 90 cm’). Prébki wegla o masie 10 g
wytrzasano w faZzni wodnej lub homogenizowano w 1azni z lo-
dem. Po takiej obrébce pobrano po 1 cm” zawiesin i wykonano
rozcieficzenia w sterylnej wodzie, a nastgpnie posiano probki na
podioze agarowe MPA. Hodowle inkubowano w temperaturze
26 °C w czasie od 10 do 14 déb. Wyniki podano jako liczbe
mikroorganizméw w 1 cm® zawiesin. Do oceny liczebnosci bakte-
rii w zaleznosci od rodzaju zastosowanej pozywki hodowlanej
uzyto standardowego podioza agarowego MPA, podioza wg Wer-
nera-Klotza i podtoza R2A. W badaniach uzyto po 10 g kazdego
z trzech rodzajéw wegla. Prébke zalano buforem fosforanowym
(90 cm®) i urnieszczono na 30 min na wytrzasarce w }aZni wodnej.
Nastepnie pobrano po 1 cm® uzyskanych zawiesin i wykonano
rozcieficzenia oraz posiew glebinowy wg rutynowej metodyki
mikrobiologicznej, po czym liczono wyroste kolonie. Wyniki
podano jako liczbe bakterii w 1 cm® zawiesin. Zawarto$é fosfoli-
pidéw w biomasie drobnoustrojéw oznaczono zgodnie z proce-
dura Wanga. Fosfolipidy ekstrahowano do mieszaniny chlorofor-
mu, wody i metanolu przez wytrzasanie prébek wegla. Zawartos¢
fosfolipidéw oznaczono spektrofotometrycznie w odniesieniu do
krzywej wzorcowej sporzadzonej dla réznych stezefi KHPO4.

Identyfikacje bakterii prowadzono na podstawie oznaczen
ich cech morfologicznych, hodowlanych i biochemicznych.
Zastosowano szybkie testy API oraz klucz Bergey Manual.

Analiza wynik6w badan

Przeprowadzone badania nad odplukiwaniem mikroorgani-
zméw z prébek zi6z weglowych wykazaty, iz ich homogeni-
zacja pozwala na uzyskanie wiekszej liczby oznaczonych
drobnoustrojéw niz wytrzasanie. Z kolei z punktu widzenia
zastosowanych cieczy do ekstrakcji komdrek, najwieksza efe-
ktywnos¢ ekstrakcji otrzymano przy zastosowaniu buforu fo-
sforanowego. Tendencja taka wystapita w przypadku prébek
wegla pobranych zaréwno z wysokosci 1,5 mjak i 1,0 m, przy
czymbadaniailo§ciowe drobnoustrojéw wykazaly, iz wigksza
liczba mikroorganizméw rozwineta si¢ na wysokosci 1,5 m,
a wigc w gérnej warstwie ztoza weglowego. llustracja powy-
zszych wynik6w badan sa wykresy zamieszczone na rysunku 1.

Na rysunku 2 przedstawiono wyniki badan nad liczebno-
§cig bakterii w prébkach wegla, w zaleznosci od zastosowa-
nych podilozy hodowlanych (metoda plytkowa). Uzyskane
rezultaty wykazaly, iz dla kazdego rodzaju wegla aktywnego
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Rys. 1. Liczebno$é bakterii w prébce granulowanego wegla aktywnego
w zaleznoéci od sposobu oddzielenia biomasy i rodzaju cieczy ekstrakcyjnej
(1 - butor fosforanowy, 2 — bufor Tris, 3 — woda)
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Rys. 2. Liczebno&é bakterii w prébkach granulowanego wggla aktywnego
w zaleznosci od rodzaju podioza hodowlanego (1-1,0m,2~1,5m)

najwieksza liczebno§¢ bakterii wykrywana byla na podiozu
MPA, nastepnie na podlozu Wernera-Klotza, natomiast naj-
mniejsza na podiozu R2A. W powyzszym badaniu znalaz}
dodatkowo potwierdzenie fakt, iZ gérna warstwa z162 weglo-
wych byla liczniej zasiedlona przez mikroorganizmy, niz war-
stwa polozona nizej. Rozpatrujac natomiast wyniki badan
w aspekcie liczebnosci mikroorganizméw, ktére rozwinety
sie na weglach w catym okresie badawczym nalezy stwier-
dzié, iz najwiecej komdrek bakteryjnych uzyskano z ekstra-
kcji prébek wegla Chemviron oraz kolejno Norit i Picabiol.
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W celu poréwnania efektywnosci poszczegdlnych metod
wykonano badania nad oznaczeniem liczebnosci bakterii
w prébkach wegla za pomoca pomiaru stgzenia fosfolipidéw
w biomasie. Wyniki przedstawione na rysunku 3 $wiadcza
o tym, iz procedura okreslenia liczby bakterii na podstawie
zawarto$ci fosfolipidéw wykazuje wieksza efektywnos¢ niz
metoda posiewdw na podloze MPA. Réznice oznaczonej licz-
by bakterii w tym przypadku byly nawet o trzy rzedy wielko-
§ci wyzsze na korzy$¢ metody fosfolipidowe;.

10000
|

1000

100 1

Liczba komorek bakterit

|

Norit

1 T‘ 1 2 1
] ;
Picabio! Chemviron
Rys. 3. Liczebno$¢ bakterii w prébkach wegli aktywnych

(1-oznaczanie zawartosci fosfolipidéw, 2 — posiewy na podioze MPA)

Przeprowadzone badania identyfikacyjne bakterii, ktére
rozwinely si¢ na ztozach filtréw weglowych wykazaly, iz
dominujacymi liczbowo bakteriami we wszystkich badanych
filtrach weglowych byly bakterie Pseusdomonas fluorescens,
Pseudomonas picketti, Xantomonas maltophila. Bylo to ba-
kterie typowo wodne, wykrywane w réznych typach zi6z
weglowych stosowanych do uzdatniania wody.

W tabeli 1 przedstawiono minimalne i maksymalne warto$ci
wybranych wskaZnikéw jakosci wody w caly okresie badaw-
czym, przed i po uzdatnieniu na filtrach weglowych, natomiast
na rysunku 4 $§rednie zmniejszenie wartosci tych wskaZnikéw
uzyskane na poszczegélnych ziozach sorpcyjnych.
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Rys. 4. Srednie wartosci stopnia obnizania wskaZznikéw jakosci wody (%)
po sorpcji na poszczegébinych filtrach weglowych [25]
(1—barwa, 2 — utlenialno§¢, 3 — absorbancja, 4 - OWQ, 5 — Oq,
6 — NH4", 7 - NO3™, 8 — zapotrzebowanie na chlor)
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Analiza wynikéw badan wskazuje (rys.4), iz zastosowane granu-
lowane wegle aktywne poprawiaja fizyczno-chemiczne wlasciwo-
§ci wody. Odnotowano bowiem obniZenie intensywnosci barwy
wody oraz zmniejszenie zawartosci substancji organicznych, wyra-
Zonych utlenialnoscia, absorbancja, OWO i zapotrzebowaniem na
chlor. Najlepsze efekty usuwania substancji organicznych uzyskano
na weglu Chemviron, nieco nizsze na weglu Norit, zas najnizsze na
weglu Picabiol. Ubytek azotu amonowego w wodzie i towarzyszacy
mu przyrost azotu azotanowego wskazywal, iz na wegl aktywnym
przebiegat proces nitryfikaciji. Proces ten najintensywniej zachodzit
na weglach Chemviron i Norit, za§ nieco stabiej na weglu Picabiol.
Usuwanie zwiazk6éw organicznych na poszczegélnych filtrach sor-
peyjnych korelowato z liczebno$cia mikroorganizméw rozwijaja-
cych sie na zlozach weglowych. Dla przyktadu na rysunku 5
przedstawiono zmiane utlenialnos$ci wody po sorpcji na weglu
Chemviron w zestawieniu z liczebnoscia bakterii zasiedlaja-
cych zloze tego wegla. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz
wyraZna poprawa jako§ci wody nastepowala dzigki tacznemu
zastosowaniu ozonowania i sorpcji wspomaganej procesami
mikrobiologicznymi.
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¢ Badania nad sposobem wyptukiwania mikroorganizméw
z wegla aktywnego wykazaly, Zze homogenizacja prébek jest
0 25% efektywniejsza metoda niz ich wytrzasanie. Sposréd
zastosowanych roztworéw do wymywania drobnoustrojéw
najbardziej odpowiedni okazat sie bufor fosforanowy. Liczeb-
no§¢ bakterii zawieszonych w buforze byta wigksza o 60% niz
w buforze Tris 1 0 40% wieksza niz w wodzie.

¢ Badania ilo§ciowe mikroorganizméw wykazaly, Ze naj-
wieksza liczbe bakterii uzyskano na podlozach hodowlanym,
agarowymi MPA, w granicach 107+10% kom./g wegla. Meto-
da okre§lania liczby bakterii na podstawie zawarto$ci fosfoli-
pidéw pozwolita na oznaczenie znacznie wigkszej liczby mi-
kroorganizméw (o 2+3 rzgdy), niz metody posiewéw na plyt-
kach Petriego. Ponadto stwierdzono wyraZnie wigksza liczbe
bakterii na weglu pobranym z gérnej warstwy zloza.

Tabela 1. Wartoéci wskaZnikéw jakoéci wody uzdatnionej na filtrach wegglowych [25]

Woda przed filt_rami Wodg po !inrze Woda po filtrze Woda po filtrze Wymagania jakosciowe
Parametr, jednostka weglowymi Picabiol Chemviron Norit
min. maks. min. maks. min. maks. min. maks. MZiOos UE WHO
Barwa, gPt/m° 2 5 2 5 2 5 2 5 20 20 15
Utlenialnos¢, gOz/m® 2,2 42 2,3 4,0 21 3,6 2,2 3,6 - 5 -
Absorbancja UViie— 4,6 9,2 45 8,2 4,0 73 41 7,5 - - -
OwWO, g(.:/m3 3,3 4,3 2,9 42 2,6 3.8 2,6 3,9 - - -
Tlenrozp., gOz/m§ 10,2 13,4 84 13,8 58 13,6 6,2 13,2 - nas.>75% -
Azot amonowy, gN/m° 0,03 0,07 0,02 0,06 0,02 0,05 0,02 0,06 0,5 0,5 -~
Azot azotanowy, gN/m3 0,6 3,2 0.6 3,2 0,6 33 0,6 3,5 10 1 10
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¢ Zastosowanie filtréw z granulowanym weglem aktywnym
wplyneto na poprawe jakosci wody, przejawiajaca sie w obnize-
niem utlenialnoéci, absorbancji oraz stezenia OWO, na skutek
adsorpcii i biologicznego rozktadu zwiazkéw organicznych.

¢ Przedstawiony w artykule sposéb kontrolnych badar
biologicznych wegla aktywnego mozna stosowaé do oceny
zasiedlania przez mikroorganizmy réznych innych materia-
16w filtracyjnych, stosownych na przyklad jako wypelnienia
filtr6w powolnych, czy tez filtréw suchych.
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On the Utility of Microbiological Analysis in Measuring the Biological Activity
of Carbon Filters Used in Water Treatment

Some of themethods made use of in evaluating microorganism
growth in carbon filters which are part of a water treatment
train were analyzed in terms of their efficiency. Comparative
tests were run to establish how the method of carbon sample
preparation or microorganism number determination might
affect the results obtained. Dominant organisms (in terms of
quantity) were identified. Evaluated were the results of micro-
biological and physicochemical analyses before and after
treatment on filter beds made of Chemviron F-400, Norit 0.8
Supra or Picabiol activated carbons. Homogenization and
a phosphate buffer as the rinsing solution were found to be best
suitedforthe removal ofmicroorganismsfromthe carbon grains.

The highest number of microorganisms was the one obtained
with the method of phospholipids determination in the carbon
bed film. The results of physicochemical analysis (which had
been performed after passage through the filter beds) substan-
tiated a higher efficiency of Chemviron and Norit 0.8 Supra
carbons as compared to Picabiol. Pseudomonas bacteria were
Jound to be dominant. Bacterial growth was more intensive in
the upper than in the lower layers of the carbon beds. The
proposed microbiological method of bacteria growth control
Jor granular activated carbon beds are of utility in evaluating
the efficiency of the water treatment process.
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