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Badania skltadu jakosciowego bakterii wystepujacych
w osadzie czynnym akumulujacym polifosforany

W osadzie czynnym, hodowanym naprzemiennie w wa-
runkach beztlenowych i tlenowych, zostaja wyselekcjonowane
mikroorganizmy odpowiedzialne za usuwanie fosforu, ktore
majg zdolno$¢ do akumulacji w swoich komorkach polifos-
foranow (polyphosphate-accumulating organisms — PAO).
Organizmy te pobieraja w warunkach beztlenowych lotne
kwasy tluszczowe (LKT), ktore sg substratem do tworzenia
wewnatrzkomorkowych polimeréw — poli-B-hydroksykwasow
(PHA). Energia potrzebna do tych biotransformacji pochodzi
z ATP, ktory jest syntezowany poprzez przylaczenie ortofosfo-
ranu do ADP, przy czym ortofosforany pochodza z hydrolizy
bogatych w energi¢ wewnatrzkomorkowych polifosforanow.
Syntezie PHA towarzyszy wigc uwalnianie ortofosforandéw
z komorek. Sita redukujaca do tworzenia PHA uzyskiwana jest
z wewnatrzkomdrkowego materiatu zapasowego — glikogenu.
W warunkach beztlenowych glikogen katabolizowany jest do
pirogronianu w szlaku Embdena-Meyerhofa-Parnasa (EMP)
z wytworzeniem NADH, a z pirogronianu powstaja acetylo-
CoA 1 CO,. Niektorzy autorzy wskazuja, ze tworzenie NADH
moze przebiega¢ w wyniku rozktadu wewnatrzkomorkowych
weglowodanow w szlaku Entnera-Doudoroffa (ED), a takze
z wykorzystaniem petnego lub czgsciowego cyklu kwasow
trikarboksylowych (TCA) [1-3]. Skuteczno$¢ procesu syntezy
PHA warunkuje wigc takze dostgpnos¢ glikogenu, a nie tylko
obecnos¢ polifosforanow [2,4]. W warunkach tlenowych, mi-
kroorganizmy akumulujace polifosforany (PAO) wykorzystuja
nagromadzony polimer (PHA), jako zrédto energii do wzrostu
oraz uzupehiania zapasow glikogenu i polifosforandw, co wia-
ze si¢ ze zwigkszonym poborem ortofosforanow ze Sciekow
(ponad zapotrzebowanie komorek).

Wykazano, ze skuteczne usuwanie fosforu ze $ciekow
mozna uzyskac nie tylko w warunkach beztlenowo-tleno-
wych, ale takze beztlenowo-anoksycznych [5,6]. Niektore
mikroorganizmy akumulujace polifosforany, majace zdol-
nos¢ do denitryfikacji (DPAO), zamiast tlenu wykorzystuja
azotany lub azotyny (jako akceptory elektronow) i wobec
tego umozliwiaja jednoczesne usuwanie fosforu i denitry-
fikacje. Usuwanie fosforu w warunkach anoksycznych jest
mniej kosztochtonne od procesu tlenowego, poniewaz za-
chodzi przy mniej intensywnym napowietrzaniu $ciekow,
bez dodatku zewngtrznego zrodta wegla organicznego
i charakteryzuje si¢ mniejsza produkcja osadu nadmiernego.
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Problemy w funkcjonowaniu uktadéw biologicznych
z usuwaniem fosforu moze stwarzaé wspotzawodnictwo
mikroorganizméw akumulujacych polifosforany z inng
grupa organizméw — znang jako akumulujace glikogen
(glycogen-accumulating organisms — GAO) w warunkach
tlenowych. Moga one namnaza¢ si¢ w zmiennych warun-
kach beztlenowo-tlenowych, ale nie sa zdolne do groma-
dzenia polifosforanow. Przy braku tlenu GAO zuzywaja
glikogen, a takze wykorzystuja LKT, podobnie jak PAO,
do syntezy PHA. W warunkach tlenowych utlenianie PHA
umozliwia im wzrost biomasy i syntez¢ glikogenu, ktory
stanowi podstawowe zrddio energii. GAO sa niepozadane
w uktadach osadu czynnego z usuwaniem fosforu, ponie-
waz wykorzystuja LKT, konkurujac o nie z PAO.

Wydaje si¢ wigc bardzo istotne rozpoznanie bakterii za-
siedlajacych osad czynny i taki dobor parametréw techno-
logicznych tego procesu, aby zapewni¢ optymalne warun-
ki do wzrostu PAO, przy ograniczonym namnazaniu GAO.
Uktady oczyszczania $ciekdw ze zwigkszonym usuwaniem
fosforu (enhanced biological phosphorus removal — EBPR)
byty dotychczas projektowane i eksploatowane bez do-
ktadnej znajomosci mikroorganizméw zasiedlajacych osad
czynny. Konfiguracje kolejnych reaktorow opracowywano
nie na podstawie wiedzy o procesach mikrobiologicznych,
lecz na drodze doswiadczen inzynierskich [2]. Znajomos$¢
biocenozy zasiedlajacej urzadzenia do oczyszczania Scie-
kow w skali technicznej, wykorzystana przy opracowywa-
niu kolejnych technologii, pozwolitaby na uzyskanie kon-
sorcjow PAO charakteryzujacych si¢ jak najwigksza bio-
réznorodnoscia. Jest to jeden z warunkdw zapewniajacych
stabilnos¢ biologicznego oczyszczania sciekow i minimali-
zujacych podatnos¢ uktadow oczyszczania na oddzialtywa-
nie czynnikéw zewnetrznych [7].

Celem podjetych badan byla izolacja i identyfikacja
PAO zasiedlajacych sekwencyjny reaktor porcjowy (SBR)
przeznaczony do usuwania ortofosforanow ze sciekdw.

Materialy i metody

Osad czynny

Wykorzystany w badaniach osad czynny pochodzit z la-
boratoryjnego modelu SBR o pojemnosci roboczej 28 dm?,
pracujacego w systemie trzech o$miogodzinnych cykli
w ciagu doby. Jeden cykl oczyszczania sktadat si¢ z dwdch
naprzemiennie wystepujacych po sobie faz — bez napo-
wietrzania i z napowietrzaniem, a takze faz sedymentacji
i dekantacji oraz fazy martwej. Podczas badan sukcesyw-
nie zmniejszano zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego w fazach
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z napowietrzaniem — od 2,5g0,/m> do 1,0g0,/m>?. Do
reaktora doprowadzano $cieki syntetyczne, dwukrotnie
w kazdym cyklu, w ilosci 6dm® na poczatku pierwszej
i 3dm?> na poczatku drugiej fazy bez napowietrzania. Ba-
dania prowadzono przez 9 miesigcy, po 1,5-miesigcznym
wpracowaniu ukladu. Szczegétowe dane dotyczace reak-
tora i charakterystyki §ciekow przedstawiono w pracy [8].

Izolacja i identyfikacja mikroorganizmow

Probki osadu czynnego pobrano w odstgpach miesigcz-
nych. W celu wyselekcjonowania bakterii o potencjalnych
zdolnosciach do akumulacji polifosforanéw pobrane prob-
ki poddano tzw. glodzeniu. W tym celu ciecz znad osadu
zdekantowano 1 zastapiono woda wodociagowa pozba-
wiong chloru, a nastgpnie probki osadu inkubowano przez
7d, stosujac warunki wytrzasania i napowietrzania podane
w pracy [9]. Po inkubacji osad czynny poddano dezinte-
gracji ultradzwigkowej w ciagu 40s (moc 0,4kW, ampli-
tuda drgan 36 um) i posiano metoda powierzchniowa na
agarze z peptonem kazeinowym (GCYA) wg [10] z dodat-
kiem dicykloheksylokarbodiimidu (DCCD; 0,4 mmol/dm?)
jako inhibitora ATP-azy. Dodatek DCCD hamuje pobor
ortofosforandw 1 zaburza funkcjonowanie pompy proto-
nowej w komorce. W tych warunkach zdolne do przezy-
cia sg jedynie te bakterie, ktore akumuluja polifosforany
i moga wykorzystac je jako zrodto energii [9,11]. Roéwno-
legle wykonano posiewy zdezintegrowanych probek osadu
nie poddanych glodzeniu. Identyfikacj¢ bakterii wykona-
no zgodnie z rutynowa technika mikrobiologiczng [12],
przy zastosowaniu standaryzowanych testow API 20 NE,
API STAPH, API 50 CH i API CORYNE firmy Bio-Me-
rieux. Barwienie osadu czynnego mialo na celu wykazanie
obecnosci bakterii akumulujacych polifosforany i wytwa-
rzajacych PHA. W tym celu zastosowano odpowiednio
metode Neissera oraz barwienie Sudanem czarnym [13].
Biekit metylenowy, zawarty w roztworze Neissera, barwi
granulki polifosforanéw na ciemnofioletowo, poniewaz
jest selektywnie wigzany przez anionowe miejsca tancu-
cha polimerycznego. Pozostata czg$é komorki przyjmuje
zabarwienie zoltobrazowe. W wyniku barwienia Sudanem
czarnym wewnatrzkomorkowe PHA widoczne sa w posta-
ci granatowoczarnych granulek, podczas gdy cytoplazma
zabarwiona jest na rézowo. Zabarwione preparaty osadu
czynnego obserwowano w powigkszeniu 1000-krotnym
przy uzyciu obiektywu immersyjnego.

Test hodowlany potwierdzajacy
u wyizolowanych bakterii cechy PAO

Badania przeprowadzono w hodowlach ptynnych,
stosujac naprzemienng inkubacje w warunkach anaerobo-
wych i aerobowych, zgodnie z metodyka podana w pracach
[9,14]. Testowi poddano czyste szczepy bakterii, hodowle
mieszane zawierajace od kilku do kilkunastu szczepow oraz
osad czynny pobrany bezposrednio z komory SBR. Podtoze
ptynne do hodowli mikroorganizméw zawierato (w objeto-
$ci 1dm?): 1,2 g peptonu kazeinowego, 0,5g octanu sodu,
0,3 g ekstraktu drozdzowego, 100 mg siarczanu magnezu
(MgS04-7H,0), 30mg chlorku wapnia (CaCl,-2H,0),
200mg dwuwodorofosforanu(V) potasu (KH,PO,) oraz
100mg chlorku sodu (pH=6,8+6,9). Hodowle namnazaja-
ce przeprowadzono w warunkach wytrzasania przez 72h,
a nastgpnie odwirowano (10min, 10tys. obr./min, 20°C).
Biomasg zawieszono w podtozu plynnym jw. i inkubowa-
no w warunkach beztlenowych w szczelnie zamknigtych

butelkach przez okoto 6h ciagle wstrzasajac (70 obr./min).
Tlen usunig¢to nasycajac hodowle azotem gazowym. Na-
stgpnie biomas¢ odwirowano i zawieszono w podtozu
plynnym zawierajacym sole mineralne jw., pozbawionym
sktadnikéw organicznych. Inkubacje prowadzono przez
okoto 17h w warunkach tlenowych, wstrzasajac z predko-
$cig 120 obr./min.

W kazdym tes$cie wystgpowaly naprzemiennie trzy fazy
beztlenowe i dwie tlenowe. Pierwsza faza beztlenowa byta
faza adaptacyjna, w ktdrej nie prowadzono badan kontro-
Inych. Na poczatku i na koncu pozostatych faz oznaczono
zawartos¢ ortofosforandw oraz dodatkowo w fazach bez-
tlenowych — rozpuszczonego wegla organicznego (RWO).
Ponadto w hodowlach wielogatunkowych zastosowano
test uproszczony wg metodyki opisanej w pracy [15]. Czas
trwania faz anaerobowej i acrobowej wynosit odpowiednio
2h i 5h. Jako podtoze zastosowano sterylny ptyn nadosa-
dowy pobrany z reaktora SBR w fazie beztlenowej, uzupet-
niony odpowiednimi sktadnikami $ciekéw. Metoda ta nie
uwzglednia zmiany sktadu podtoza na mineralne w warun-
kach aerobowych.

Oznaczenia chemiczne

Zawartos¢ ortofosforanow i fosforu ogélnego ozna-
czono zgodnie z metodyka HACH z zastosowaniem mo-
libdowanadanu. Zawarto§¢ RWO oznaczono aparatem
TOC 5000 Shimadzu, natomiast chemiczne zapotrzebo-
wanie na tlen (ChZT) okreslono metoda dwuchromianowa
zgodnie z norma ISO 6060 (1989).

Wyniki badan i dyskusja

W catym czasie badan uktad SBR charakteryzowat sig
wysoka skutecznoscig usuwania zwigzkéw organicznych
wyrazonych jako ChZT (>90%). Skuteczno$¢ usuwania
fosforu ogolnego w ciagu pierwszych czterech miesigcy
miescita si¢ w zakresie 60+90% (zawarto$¢ fosforu w do-
ptywie 10+15 gP/m3, w odplywie 1+5 gP/m?). W kolejnych
miesiacach, po zmniejszeniu zawartosci tlenu rozpuszczo-
nego w fazie aerobowej do 1g0,/m3, usuwanie zwiazkow
fosforu uleglo znacznej poprawie (>90%), zapewnia-
jac utrzymanie zawartosci fosforu ogoélnego w $ciekach
oczyszczonych ponizej 1 gP/m>.

Identyfikacja bakterii zasiedlajacych osad czynny (po-
tencjalnych PAO) wykazala znaczng réznorodnosé¢ form
morfologicznych. Dominujace byly bakterie cylindryczne
gramujemne, ale licznie wystegpowaty takze formy cylin-
dryczne gramdodatnie, szczegdlnie z rodzaju Arthrobacter.
Wyizolowano takze ziarniaki, glownie z rodzaju Staphy-
lococcus (tab. 1). Siedmiodobowa inkubacja probek osadu
w warunkach tlenowych bez dostarczania zwiazkéw orga-
nicznych (hodowla z glodzeniem) spowodowata selekcje
szczepow — potencjalnych PAO. Stwierdzono [9], ze ener-
gia wyzwolona z hydrolizy polifosforanéw byta wykorzy-
stywana nie tylko w fazie anacrobowej do syntezy materia-
tow zapasowych, ale takze pozwolita utrzymaé zywotnosc¢
komorek podczas ich gltodzenia w fazie aerobowej. U bak-
terii akumulujacych polifosforany spadek zawartosci ATP
podczas glodzenia byl znacznie mniejszy niz w komdrkach
niezawierajacych polifosforandow [9].

Przeprowadzone badania wykazaly brak zdolnosci
ziarniakdw do przezycia w warunkach gtodzenia. Sposrod
gatunkéw dominujacych w hodowlach glodzonych, okoto
50% wystgpowato takze w warunkach dostgpu substratu
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Tabela 1. Dominujgce szczepy bakterii w osadzie czynnym w uktadzie SBR
Table 1. Bacterial strains dominating the activated sludge in the SBR

Posiew bez gtodzenia

Posiew z gtodzeniem

bakterie cylindryczne gramujemne

Aeromonas hydrophila

Aeromonas salmonicida spp. masoucida (4 szczepy)
Acinetobacter baumannii (2 szczepy)

Comamonas testosteroni

Ochrobactrum anthropi (2 szczepy)

Rhizobium radiobacter (4 szczepy)

Rhizobium radiobacter var.

Sphingomonas paucimobilis (3 szczepy)
Stenotrophomonas maltophila var.

Aeromonas hydrophila

Aeromonas salmonicida spp. masoucida (3 szczepy)
Brevundimonas diminuta

Brevundimonas diminuta var.

Brevundimonas vesicularis

Brevundimonas vesicularis var.

Comamonas testosteroni (3 szczepy)

Pseudomonas putida

Rhizobium radiobacter var.

bakterie cylindryczne gramdodatnie

Arthrobacter spp. (4 szczepy)
Arthrobacter spp. var. (2 szczepy)
Cornebacterium glucuronolyticum
Corynebacterium group G.

Arthrobacter spp. (4 szczepy)
Arthrobacter spp. var. (2 szczepy)
Bacillus megatherium

Bacillus spp. (2 szczepy)
Corynebacterium group G.

ziarniaki gramdodatnie

Micrococcus spp.

Micrococcus spp. var.
Staphylococcus hominis
Staphylococcus sciuri var.
Staphylococcus spp. (2 szczepy)
Streptococcus faecalis

organicznego, przy czym najwigcej szczepow naleza-
to do rodzajow Arthrobacter 1 Aeromonas. Oprocz tego
w hodowlach glodzonych wyselekcjonowaly si¢ gatunki
(gtownie z rodzaju Brevundimonas), ktore nie dominowaty
w hodowlach bez glodzenia. Obecnos¢ w hodowlach gto-
dzonych bakterii z rodzaju Bacillus mogta by¢ spowodo-
wana wytwarzaniem przetrwalnikdw, a nie gromadzeniem
polifosforanow.

Bakterie z rodzaju Pseudomonas zostaly wyizolowa-
ne takze z osadéw czynnych oczyszczalni pracujacych
w warunkach beztlenowo-tlenowych [16],a gatunki Pseudo-
monas putida 1 Rhizobium radiobacter (dawniej Agrobacte-
rium radiobacter) wyizolowano z osadu czynnego z oczysz-
czalni $ciekoéw pracujacych w cyklu tlenowo-beztlenowym
[17]. Autorzy tych prac okreslili zdolnos¢ bakterii do po-
boru ortofosforanéw ze sciekow w warunkach hodowli
prowadzonych przy zmiennej ilosci fosforu (4+8 gP/m3).
Okresowe ograniczenie dostgpu fosforu stymulowato
zwigkszony pobor ortofosforandw ze $ciekéw na drodze
nadmiernej kompensacji (zjawisko overplus) [18].

Aeromonas hydrophila, wykryty w hodowlach bez
i z glodzeniem, zostal wyizolowany takze w badaniach [19]
jako jeden z organizmdéw o zdolnosci do akumulacji poli-
fosforandw. W pracy [15] udowodniono, ze Aeromonas hy-
drophila jest organizmem skutecznie pobierajacym ortofos-
forany ze $ciekow (1,65-107'°mgP/kom.). Autorzy wykazali
podobng zdolnos¢ réwniez u ziarniakow z rodzajow Micro-
coccus, Staphylococcus 1 Streptococcus, ktore takze nalezaty
do gatunkéw dominujacych w niektérych hodowlach bez
glodzenia. W badaniach [11] wykazano zdolnos¢ do akumu-
lacji polifosforanow u dwoch gatunkdw bakterii z rodzajow
Acinetobacter oraz Brevundimonas vesicularis (dawnigj
Pseudomonas vesicularis), ktére wyizolowano takze w ni-
niejszych badaniach z hodowli z gtodzeniem. Autorzy ci udo-
wodnili, ze najbardziej intensywna synteza polifosforanéw
zachodzita w pdznym etapie stacjonarnej fazy wzrostu bak-
terii. Selekcje bakterii gromadzacych polifosforany uzyska-
no w hodowlach z zastosowaniem DCCD (0,2 mmol/dm?).
Badania [9] wykazaly, ze pobor ortofosforanow przez komor-
ki znajdujace si¢ w stacjonarnej fazie wzrostu byt znacznie

wyzszy niz w fazie logarytmicznej. Dlatego w niniejszych
badaniach zastosowano bakterie pochodzace z 72-godzin-
nych hodowli namnazajacych.

Czyste szczepy bakterii, zastosowane w tescie hodow-
lanym majacym potwierdzi¢ cechy PAO, nie wykazaty jed-
nak zdolno$ci do poboru ortofosforanow ze sciekéw w wa-
runkach tlenowych i zuzywania zwigzkéw organicznych
z jednoczesnym uwalnianiem ortofosforanow przy braku
dostgpu tlenu. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze przyczyna
braku wykazywania cech PAO byla nieobecnos¢ innych
mikroorganizmow, mogacych synergistycznie oddziatywaé
z badanymi szczepami [1]. Autorzy pracy [20] podali hipo-
tezg, ze cechy fizjologiczne niektorych bakterii w czystych
hodowlach moga by¢ inne niz wowczas, gdy mikroorgani-
zmy wystepuja w konsorcjach osadu czynnego.

W kolejnym etapie badan testowi poddano hodowle
mieszane, zawierajace od kilku do kilkunastu wyizolowa-
nych szczepow bakterii, a takze sam osad czynny, pobrany
bezposrednio z uktadu SBR. W przypadku hodowli mie-
szanych ponownie nie stwierdzono poboru i uwalniania
ortofosforanéw. Test z zastosowaniem osadu czynnego
wykazal natomiast pozytywny rezultat, charakterystyczny
w przypadku modelu PAO (rys. 1).
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Rys. 1. Zmiana zawarto$ci ortofosforanéw i RWO
w tescie hodowlanym (linie ciggte — wyizolowane szczepy,
linie przerywane — osad czynny)
Fig. 1. Changes in the concentrations of orthophosphates
and DOC during the test involving liquid media
(solid lines: isolated strains, dashed lines: activated sludge)
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W warunkach beztlenowych mikroorganizmy wykorzy-
stywaly zwiazki organiczne i jednoczesnie uwalniaty orto-
fosforany (zmniejszenie zawartosci RWO z 260 gC/m?> do
56 gC/m? i zwigkszenie ilosci ortofosforanow z 6 gPO,>/m?
do 59gP0,>/m> w drugiej fazie beztlenowej). W warun-
kach tlenowych stwierdzono wyrazny spadek ilosci orto-
fosforanow — z 29 gP0O,>/m> do 6gPO,>/m? (pierwsza
faza tlenowa). Wyniki te §wiadcza o obecnosci PAO w ba-
danym osadzie czynnym.

Wigkszos¢ bakterii akumulujacych polifosforany wyste-
puje w osadzie czynnym w postaci §luzowych konsorcjow,
tzw. monokolonii (klastréw). Uktady takie zaobserwowano
takze w niniejszych badaniach w barwionych preparatach
osadu czynnego. Komorki zawierajace PHA widoczne byty
w postaci krotkich pgkatych pateczek z ciemnofioletowymi
granulkami (rys. 2).

Rys. 2. Barwienie PHA w komérkach bakterii osadu czynnego
(zaznaczone monokolonie z komorkami zawierajgcymi granulki PHA)
Fig. 2. PHA staining in the bacterial cells of the activated sludge
(ellipse shows clusters of cells containing PHA granules)

Barwienie metoda Neissera wykazato obecno$¢ licz-
nych bakterii akumulujacych polifosforany w uktadach
zblizonych do monokolonii (rys. 3). Istnieje poglad [21], Zze
bardzo niewiele komorek zawartych w monokoloniach jest
zdolnych do wzrostu na podtozach statych. Izolacja PAO
z osadu czynnego wiaze si¢ z oddzialywaniem czynnikdéw
fizycznych (np. ultradzwigkow) koniecznych do uwolnienia
bakterii z monokolonii, co moze powodowaé uszkodzenie
bardziej wrazliwych organizméw. Przyjmuje si¢ [16,22],
ze metody hodowlane umozliwiaja wzrost tylko niewiel-
kiej czgSci bakterii osadu czynnego — okoto 5+10%. Izola-
cja i identyfikacja bakterii odpowiedzialnych za usuwanie

Rys. 3. Barwienie polifosforanéw w komérkach bakterii osadu
czynnegdo (zaznaczone monokolonie z wybarwionymi komérkami)
Fig. 3. Polyphosphate staining in bacterial cells of the activated
sludge (ellipses show clustered cells of cells stained
with the Neisser stain for polyphosphates)

fosforu, przeprowadzane za pomoca metod hodowlanych,
pozwalaja na wykrycie tylko niektorych rodzajéw mikro-
organizmoéw. Na podstawie tych badan przez pewien czas
uznawano rodzaj Acinetobacter za jedyny majacy wiasci-
wosci PAO [23]. Dopiero badania z zastosowaniem tech-
nik molekularnych (FISH, PCR, DGGE) wykazaty duza
réznorodnos¢ grup filogenetycznych bakterii w osadzie
czynnym w uktadach ze zwiekszonym usuwaniem fosforu
ze $ciekow [1]. Acinetobacter sp. okazat si¢ mie¢ niewiel-
kie znaczenie w uktadach pracujacych na skalg techniczng
w stosunku do Betaproteobacteria i Actinobacteria [1,2].
Najliczniej wsrdéd PAO reprezentowana jest grupa bakterii
z klasy Betaproteobacteria, blisko powiazana z Rhodocyc-
lus. Grupa ta $cisle odpowiada fenotypowi PAO i stanowi
4-+22% wszystkich bakterii obecnych w osadzie czynnym
[1]. Mniejszy udziat wsrod PAO maja Actinobacteria, ktore
nie wykazuja jednak wszystkich cech fenotypowych PAO,
poniewaz w warunkach anaerobowych pobierajg amino-
kwasy, a nie LKT, za$ polimer, ktory wytwarzaja, nie na-
lezy do PHA. Jak dotad nie wiadomo, czy powyzsze PAO
mozna wyizolowac za pomoca metod hodowlanych. Wy-
daje si¢ prawdopodobne, ze bakterie te wymagaja synergi-
stycznych interakcji z innymi organizmami osadu czynne-
g0, z tego wzgledu nie jest mozliwe uzyskanie ich czystych
hodowli [1,24].

Ziarniak Microlunatus phosphovorus, wyizolowa-
ny metodami hodowlanymi, wykazywat cechy PAO [9].
Jednak dalsze badania, m.in. z zastosowaniem techniki
3IP.NMR i BC-NMR udowodnily, ze bakteria ta nie ma
charakterystycznego dla PAO fenotypu [25]. PAO wyizo-
lowane przez innych autorow, jak Lampropedia spp. [26]
i Tetrasphaera spp. [27], réwniez nie wykazywaly tych
cech fenotypowych [2]. Nie nalezy jednak catkowicie
negowac roli bakterii wyizolowanych metodami hodow-
lanymi. Badania [11] wykazaly zdolnos¢ do akumulacji
polifosforandw u Acinetobacter Iwoffii i A. calcoaceticus.
Metoda autoradiografii, z zastosowaniem izotopu 2P, auto-
rzy udowodnili pobieranie nieorganicznego fosforu w fazie
aerobowej przez te bakterie i uwalnianie 3P w ilosci 25%
po 15min w fazie anaerobowej. W komorkach A. Iwoffii
stwierdzono zawartos$¢ polifosforandw w ilosci 7,5% fos-
foru calkowitego. Wysoka zawartoscia polifosforanow
charakteryzowaly si¢ takze komorki Pseudomonas vesicu-
laris. Gatunek ten stanowil jedynie 1% w konsorcjum mi-
kroorganizmdéw osadu czynnego, ale wykazywat wysoka
aktywnos¢ w poborze i usuwaniu ortofosforanow. Podob-
nie bakterie z rodzaju Acinetobacter sp., stanowiace czesto
nieznaczng cz¢$¢ (ok. 3% [28]) wszystkich mikroorgani-
zmdw osadu czynnego, moga odgrywac istotna role¢ w usu-
waniu fosforu ze $ciekdéw. Nalezy uwzgledni¢ fakt, ze 3%
zawartosci wszystkich komorek w osadzie czynnym stano-
wi nawet kilka miliondw w jednym gramie. Jezeli wszyst-
kie one maja wysoka zdolnos¢ akumulacji polifosforanow,
wowczas ich udziat w catym procesie jest znaczacy [29].

Podsumowanie

Mikroorganizmy, ktore majg zdolnos¢ do akumulacji
polifosforandw, odgrywaja istotng rolg w skutecznym usu-
waniu fosforu ze $ciekow. Badania wykazaty, ze dominu-
jace w osadzie czynnym w laboratoryjnym uktadzie SBR
byly bakterie cylindryczne gramujemne, ale licznie wyste-
powaty tez formy cylindryczne gramdodatnie, szczegol-
nie z rodzaju Arthrobacter. Wyizolowano takze ziarniaki,
gldwnie z rodzaju Staphylococcus.
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Sposréd gatunkéw dominujacych w hodowlach gto-
dzonych najwiecej szczepdw nalezalo do rodzajow Arthro-
bacter, Aeromonas, a takze Brevundimonas. Czyste szcze-
py bakterii, zastosowane w tescie hodowlanym majacym
potwierdzi¢ cechy PAO, nie wykazaty jednak zdolnosci
do poboru ortofosforanow ze sciekéw w warunkach tleno-
wych i zuzywania zwiazkdw organicznych, wraz z jedno-
czesnym uwalnianiem ortofosforandw przy braku dostgpu
tlenu. Przyczyna braku wykazywania cech PAO przez czy-
ste szczepy bakterii mogta byta nieobecnos¢ innych mikro-
organizmow osadu czynnego, mogacych synergistycznie
oddzialywa¢ z badanymi szczepami. W przypadku hodowli
mieszanych réwniez nie stwierdzono poboru i uwalniania
ortofosforanéw, natomiast test z osadem czynnym wyka-
zal pozytywny rezultat, zgodny z modelem PAO. Wyniki
te $wiadcza o obecnosci PAO w badanym osadzie czyn-
nym, jednakze wydaje si¢ prawdopodobne, ze wyizolowa-
ne szczepy nie nalezaly do PAO. Okazalo si¢, ze metody
hodowlane nie zawsze umozliwiajq izolacj¢ tych bakterii
z osadu czynnego charakteryzujacego si¢ skutecznym usu-
waniem zwigzkow fosforu ze sciekéw. Badania wykazaty,
ze wykonywanie specyficznych barwien na obecnos¢ poli-
fosforanéw i poli-fB-hydroksykwaséw w komorkach bakte-
rii umozliwia jedynie stwierdzenie ich obecnosci i pozwala
na orientacyjne okreslenie ich zawartosci w osadzie czyn-
nym.

Stosowane coraz szerzej techniki molekularne badan
mikrobiologicznych dostarczaja informacji o réznorodno-
sci grup PAO w osadzie czynnym. Ciagle otwarte pozostaje
zagadnienie uzyskania czystych hodowli tych bakterii, co
umozliwiloby doktadne rozpoznanie ich cech biochemicz-
nych. Szczegdtowe badania mikrobiologiczne, bedace zro-
dlem wiedzy na temat wzajemnych relacji migdzy grupami
bakterii w osadzie czynnym (np. konkurencji PAO i GAO),
bylyby bardzo przydatne na etapie zaréwno projektowania,
jak i eksploatacji uktadéw technologicznych oczyszczania
Sciekow.
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Abstract: The aim of this work was to isolate and iden-
tify the polyphosphate accumulating organisms (PAOs)
that populate a sequencing batch reactor (SBR) designed
for the removal of orthophosphates from wastewater under
laboratory conditions. In order to isolate bacteria with po-
tential capacity for polyphosphate accumulation, the sludge
samples were subjected to aerobic starvation, and the so-
lid media used for cultivation were supplied with dicyc-
lohexylcarbodiimide (DCCD), an ATP synthesis inhibitor.
The isolated bacterial strains, as well as the mixed cultures,
were then tested in liquid media to confirm the typical PAO
phenotype. Each test consisted of five alternate phases —
three anaerobic and two aerobic. The nine-month experi-
ment produced the following findings. Gram-negative rods
dominated the activated sludge samples, but Gram-positive
rods, mainly those of the genus Arthrobacter sp., were also
in abundance. The micrococci isolated from the sludge

were predominantly of the genus Staphylococcus sp. Most
of the strains that dominated the cultures subjected to aero-
bic starvation were of the genera Arthrobacter sp., Aeromo-
nas sp. and Brevundimonas sp. The pure bacterial strains
that were tested in the liquid media to confirm the typical
PAO phenotype showed no capacity either for the uptake of
orthophosphates from the wastewater under aerobic condi-
tions, or for the utilization of organic compounds with si-
multaneous release of orthophosphates under conditions of
oxygen deficiency. Seemingly, the absence of other micro-
organisms with the capacity for synergetic interactions was
the underlying cause of the pure strains’ failure to share the
typical PAO phenotype. The lack of capacity for the uptake
and release of orthophosphates was also observed in the
mixed cultures. The test performed with activated sludge
produced a positive result, typical of the PAO model, which
substantiates the presence of PAO in the activated sludge
being tested. However, it may as well be assumed that the
isolated strains were not PAOs.

Keywords: Polyphosphate accumulating organisms
(PAO), activated sludge, sequencing batch reactor (SBR),
cultivation methods.
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