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Wprowadzenie

Biogranulacj¢ mozna zdefiniowac
jako proces agregacji komorek bakterii
zooglealnych bakterii nitkowatych, grzy-
bow, glonow i pierwotniakow, w wyniku
ktorego uformowana zostaje stabilna,
trojwymiarowa struktura, odporna na
oddziatywania sit hydrodynamicznych
(Burdman 1 in., 2000a, b; Weber i in.,
2007). Proces biogranulacji wspomaga
obecno$¢ polimerow zewnatrzkomorko-
wych EPS (ang. extracellular polymeric
substances) syntetyzowanych wewnatrz
komorek bakteryjnych i wydzielanych
przez nie na zewnatrz.

Do polimeréw zewnatrzkomorko-
wych zaliczmy glownie polisacharydy
i biatka, a takze fragmenty DNA i pro-
dukty lizy komoérek bakteryjnych (Tian,
2008; Sheng i in., 2010; Lin i in., 2014).
Substancje EPS odgrywaja wazna rolg
w procesie biogranulacji, poniewaz po-
zwalaja na powstawanie trwatych gra-
nul o tréojwymiarowej zintegrowanej
strukturze.

Budowa chemiczna polimeréw ze-
wnatrzkomoérkowych jest zmienna i za-
lezy od rodzaju mikroorganizmoéw oraz
czynnikow srodowiskowych.

Substancje EPS stanowia wazny ele-
ment sktadowy bioagregatow, do kto-
rych zalicza si¢ ktaczki osadu czynnego,
biofilmy, tlenowe i beztlenowe granule.
Uwaza sig, ze ich rola jest szczegdlnie
istotna w transformacji ktaczkow osadu
czynnego w forme granulowana, gdyz
ich zawartos¢ w granulach jest o wiele
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wigksze niz w konwencjonalnym osa-
dzie czynnym (Tay i in., 2001).

W literaturze mozna spotkac¢ rozne
informacje dotyczace kompozycji sub-
stancji EPS w biogranulach. Niektore
badania wykazaly, ze najwazniejszym
komponentem granul sa biatka (Mc-
Swain iin., 2005; Tuiin., 2010), a stosu-
nek bialek do polisacharydow (PN : PS —
proteiny : polisacharydy) jest relatywnie
staty podczas formowania si¢ granul osa-
du czynnego. Inni badacze podaja (Park
i1in., 2008), ze najwigksza ilos¢ stanowia
usieciowane polisacharydy pozwalajace
na uformowanie si¢ trojwymiarowych
sieci ktore przyczyniaja si¢ do powstania
zwartych przestrzennych granul.

Wedtug Flemming i Wingender
(2001) polisacharydy stanowia matryce
wiazaca inne komponenty polimerow
zewnatrzkomorkowych  oraz  mikro-
organizmy. W swojej pracy sugeruja, iz
dla granul osadu czynnego pelnia one
podobna rolg jak $ciany w domu. Ze
wzgledu na swoj udziat w stabilizowaniu
struktury bioagregatow, nie moga by¢
one zuzywane w procesach zyciowych.
Ponadto Chen i inni (2007) oraz Adav
1 inni (2008) w swoich badaniach wyka-
zali, ze a- i B-D-glukopiranoza (polisa-
charydy) akumulowane sa na powierzch-
ni granuli, w strefie, gdzie wystepuja
najaktywniejsze populacje mikroorgani-
zmow, korzystajace z tatwo dostgpnych
substancji organicznych. Polisacharydy
spetniaja wigc rolg lepiszcza i podpory
dla kolonii mikroorganizmow. W gleb-
szych warstwach, gdzie utrudniona jest
penetracja substratu i tlenu, znajduja si¢
przede wszystkim biatka, ktore stano-
wia zrodto substancji odzywczych dla
mikroorganizméw z tej strefy. Najwaz-
niejsza role w formowaniu granul osadu

czynnego odgrywa frakcja kapsularnych
polimeréw zewnatrzkomérkowych.

Nadal nie uzyskano jednoznacznych
wynikéw badan potwierdzajacych wy-
korzystywanie substancji EPS jako zro-
dta wegla przez mikroorganizmy bak-
teryjne (Fang i in., 2002; Li i in., 2008;
Zhang 1 in., 2015). Wedlug Sutherland
(1999) bakterie nie degraduja polisacha-
rydoéw wchodzacych w sktad EPS, ktore
same wyprodukowaty. Zawarto$¢ polisa-
charydow wbudowanych w polimerowa
otoczke mikroorganizméw jest relatyw-
nie stala, zawarto$¢ bialek zmienia sie
w zalezno$ci od warunkow Srodowisko-
wych. Inni badacze (Wang i in., 2006)
sugeruja, ze mikroorganizmy reguluja
ilo$¢ substancji EPS, a zwtlaszcza bia-
fek, aby zachowa¢ rownowage migdzy
sitami przyciagania i odpychania pomig-
dzy molekutami. Wedtug Alleoni (2006)
stabilno$¢ struktury bioaglomeratow za-
lezy od relacji migdzy sitami odpycha-
nia i przyciagania. W przypadku, gdy
sity przyciagania dominuja, powstaja
zwarte struktury trojwymiarowe, a przy
wzroscie sil odpychania bioaglomera-
ty charakteryzuja si¢ rozluzna struktura
przestrzenna.

Dynamika zmian og6lnej zawartosci
zwiazkow organicznych, wyrazonej jako
ChZT, w czasie pojedynczego cyklu pra-
cy reaktora wsadowego z granulowanym
osadem czynnym GSBR (ang. granular
sludge sequencing batch reactor) zosta-
a opisana przez Wang i innych (2006).
Wciaz jednak jest niewiele informacji na
temat zmian ilosciowych i jakosciowych
polimeréw zewnatrzkomorkowych pod-
czas pojedynczego cyklu pracy reakto-
row GSBR (Shin i in., 2000). Opis tych
zjawisk pozwolilby na lepsze zrozumie-
nie znaczenia polimeréw zewnatrzko-
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morkowych w formowaniu i stabilizacji
granul osadu czynnego.

Celem niniejszej pracy jest okresle-
nie, ktory rodzaj polimeréw zewnatrz-
komoérkowych ma najwigkszy wpltyw
na proces formowania tlenowych granul
oraz w jaki sposob zmienia si¢ zawarto$c¢
polimeréw zewnatrzkomoérkowych. Pra-
ca przedstawia oryginalne wyniki badan
podjetych w tym celu.

Metodyka badan

Badania prowadzono w reakto-
rze sekwencyjnym SBR (ang. sequen-
cing batch reactor) o objetosci czynnej
2 dm?, wysokosci 565 mm i $rednicy
wewngetrznej 83,5 mm w temperaturze
pokojowej. Reaktor pracowat w cy-
klu 3-godzinnym, na ktory sktadaty si¢
fazy: doprowadzania $ciekéw (3 min),
napowietrzania (170 min), sedymentacji
(3 min), odprowadzania $ciekow oczysz-
czonych (3 min) i przerwy (1 min) Re-
aktor zostat zaszczepiony osadem czyn-
nym pobranym z oczyszczalni $ciekow
w Gliwicach. Eksperyment prowadzono
na $ciekach syntetycznych sporzadzo-
nych wedlug metodyki zaproponowane;j
przez Beun i innych (1999) zawieraja-
cych nastepujace substancje [g'17']: 0,75
CH;3COONa, 0,1 NH4Cl, 0,05 MgCl,,
0,02 FeCls, 0,016 CaCl,, 0,075 KH,POy;
mikroelementy: 0,05 H;BO3, 0,05 ZnCl,,
0,03 CuCl,, 0,05 MnSO4HO0,
0,05 (NH4)6MO7024‘4H20, 0,05 A1C13,
0,05 CoCly-6H,0, 0,05 NiCl. Stezenie
tlenu rozpuszczonego w reaktorze utrzy-
mywano na poziomie okoto 7 mg-17.

Tlen rozpuszczony, azotany, azotyny,
azot amonowy, substancje rozpuszczo-
ne, zawiesing organiczna i indeks obje-

tosciowy okreslono za pomoca standar-
dowych metod analitycznych (Clesceri
i1in., 1998). Zawarto§¢ ChZT okreslano
przy uzyciu testow kit MERCK COD
Spectroquant®.

W trakcie badan okre$lano w $cie-
kach zawarto$¢ polisacharydow metoda
kolorymetryczna opisang przez Dubois
i innych (1956) oraz biatek i DNA ozna-
czanych metoda fluorometryczna z wy-
korzystaniem Quant-iT™ Assays i stacji
analitycznej Qubit™.

Obserwacje mikroskopowe prowa-
dzono z wykorzystaniem mikroskopu
swietlnego Moticam BA400 wraz z ka-
mera mikroskopowa Motic 245A. Ana-
lizy uzyskanych zdje¢ mikroskopowych
dokonano z uzyciem programu Motic
Image Plus 2.0.

Ekstrakcji polimeréw zewnatrzko-
morkowych dokonywano zmodyfikowa-
ng procedura opisang przez Yu i innych
(2009). Biomasg wirowano przez 15 min
z predkoscia obrotowa 2000 obr./min
zbierano supernatant, filtrowano go przez
filtr wykonany z octanu celulozy o $red-
nicy poroéw 45 um i oznaczano jako frak-
cja CN (ciecz nadosadowa). Pozostaty
osad zawieszano w buforze PBS (bufo-
rowanym fosforanami roztworze soli fi-
zjologicznym o odczynie pH 7,4). Proce-
dure powtarzano dwukrotnie, pozyskujac
w ten sposob frakcje oznaczane kolejno
jako: frakcja SLIME ($luzowa otoczka)
i frakcja polimeréw zewnatrzkomorko-
wych luzno zwiazanych LB-EPS (ang.
LB — loosly-bound) z granulami. Osad
powtornie zawieszano w buforze PBS
1 ekstrahowano z wykorzystaniem zywi-
cy kationo-wymiennej Dowex, zgodnie
z procedura przedstawiona przez Frelund
i innych (1996). Dawka Dowex (50 X 8,
Na* form, 20—-50 mesh, Sigma Aldrich)
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wynosita 60 g-g ... Czas ekstrakcji wy-
nosit 1 h, ekstrakcja prowadzona byta
w temperaturze 4°C, w kapieli lodowe;j.
Proces ekstrakcji konczono wirowaniem
przez 20 min z predkoscia 20 000 obr./
/min i filtrowaniem przez filtr wykonany
z octanu celulozy o $rednicy porow
45 pm. Materia organiczna w pozyskanej
cieczy nadosadowej stanowita frakcje
polimeréw zewnatrzkomorkowych moc-
no zwiazanych TB-EPS (ang. TB — tigh-
ly-bound) z granulami osadu czynnego.
Ogdlna ilo$¢ biatek i polisacharydow
okreslona zostala jako suma zawarto$ci
biatek i1 polisacharydow w poszczego6l-
nych frakcjach EPS: frakcji CN, SLIME,
LB-EPS oraz TB-EPS.

Wyniki badan i dyskusja

W czasie pierwszych 7 dni zaobser-
wowano tworzenie si¢ granul o $redni-
cach 0,1-0,2 mm (rys. 1). Po uptywie
20 dni w reaktorze mozna bylo zaob-
serwowac granule o zwartej struktu-
rze i $rednicach 2—5 mm. Po 30 dniach
w reaktorze mozna byty dostrzec ,,gotym
okiem” granule o jasnym zabarwieniu.

Sy i\ i

W granulach o najwigkszych $redni-
cach zauwazalna byta, w cze¢$ci srodko-
wej, materia o czarnym zabarwieniu.
Po 60 dniach wymiar granul miescit si¢
w przedziale 3-29 mm (rys. 1). Szczegoto-
we dane dotyczace przyrostu $rednic gra-
nul w trakcie trwania eksperymentu mozna
zalez¢ w pracy Miksch i Konczak (2012).

W czasie trwania fazy napowietrza-
nia obserwowano zmniejszanie si¢ ChZT
oraz wzrost zawartosci biatek zewnatrz-
komoérkowych, a zawarto$¢ polisacha-
rydow prawie si¢ nie zmieniala (rys. 2).
Moze to sugerowac, iz polisacharydy sa
najwazniejszym komponentem w stabi-
lizacji granuli.

Wyniki badan wskazuja, iz wraz
zZ czasem napowietrzania mikroorga-
nizmy wydzielaja biatka zewnatrzko-
morkowe, a nastgpnie magazynuja je
wewnatrz granuli, co wyraza sig, jako
wzrost zawartosci bialek kapsularnych
w ekstrahowanej frakcji mocno zwigza-
nych EPS (TB-EPS) — rysunek 3.

Obserwowano uwalnianie biatek do
cieczy nadosadowej (CN), co w konse-
kwencji przyczynia si¢ do wzrostu ilosci
zanieczyszczen organicznych w odptywie
1 tym samym zmniejszenia efektywno$ci

RYSUNEK 1. Zmiana morfologii osadu podczas biogranulacji: osad ktaczkowaty (A), drobne granule
(B), dojrzate granule (C) (Miksch i Konczak, 2012)

FIGURE 1. The change of sludge morphology during biogranulation: flocs (A), small granules (B),
mature granules (C) (Miksch and Konczak, 2012)
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FIGURE 2. The change of protein, polysaccharides and COD concentration during one of cycle in 60-
-day experiment
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FIGURE 3. The change of extracellular protein (A) and polysaccharides (B) concentration in the diffe-
rent EPS fractions during one of cycle operation (60 days). Explanation in the text
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FIGURE 4. The change of TB-EPS composition during formation of aerobic granules

procesu oczyszczania $ciekow (rys. 3,
4). Z analizy zmian zawarto$ci polisa-
charydow w poszczegdlnych frakcjach
wynika, ze biodegradacji ulegaly polisa-
charydy obecne sa w cieczy nadosado-
wej (CN). Jednoczesnie obserwowano
nieznaczng produkcje kapsularnych po-
lisacharydow (TB).

Rysunek 4 przedstawia wyniki zmian
zawartosci poszczegolnych komponen-
tow polimerow zewnatrzkomorkowych
frakcji TB-EPS w okresie biogranulacji.
Badania wykazaty, ze zawarto$¢ biatek,
a w mniejszym stopniu polisacharydow,
wzrastata az do momentu uformowania
pierwszych granul, tj. do 15 doby. Od
16 doby zawarto$¢ EPS zaczela spadac,
a po 23 dniach zawarto$¢ EPS utrzymy-
wala si¢ na statym poziomie. Wyniki te
sa zbiezne z rezultatami otrzymanymi
przez Li i innych (2008). Powstawanie
polimeréw zewnatrzkomorkowych ma
wplyw na powstawanie granul zarowno
w reaktorach SBR, jak i w reaktorach
membranowych.

Podsumowanie

Wyniki badan wskazuja, ze formo-
wanie granul osadu czynnego Scisle
wiaze si¢ z produkcja polimerow ze-
wnatrzkomoérkowych. Mikroorganizmy
produkuja i akumuluja gtownie polime-
ry kapsularne (TB-EPS), az do momen-
tu uformowania sig stabilnych i ggstych
granul.

W trakcie fazy napowietrzania na-
stgpuje spadek zawartosci biatek, gdyz
mikroorganizmy zuzywaja w warunkach
niedoboru substratbw nagromadzone
wczesniej biatka zewnatrzkomorkowe.
Czes¢ bialek zewnatrzkomorkowych zo-
staje uwolniona do cieczy nadosadowej,

powodujac wtdrne zanieczyszczenie
sciekow oczyszczonych substancjami
organicznymi.

Na etapie granulacji osadu czynnego
powinno si¢ kontrolowaé czas trwania
fazy napowietrzania w celu uniknigcia
wtornego wydzielania do cieczy nadosa-
dowej biatek zewnatrzkomorkowych.
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Wykazano, ze polisacharydy stano-
wig wazny sktadnik strukturalny granul.
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Streszczenie

Wplyw polimeréw zewnatrzkomor-
kowych na granulacj¢ osadu czynnego
w warunkach tlenowych. Badano wplyw
polimeréw zewnatrzkomérkowych na pro-

ces biogranulacji. Po siedmiu dniach trwania
eksperymentu obserwowano pojawianie si¢
tlenowych biogranul osadu czynnego, Zaob-
serwowano, ze wraz ze wzrostem produkcji
substancji EPS nastgpowat wzrost $rednic
granul. Dominujacym sktadnikiem substan-
cji EPS w granulach byty biatka. W porow-
naniu do luzno zwiazanych substancji EPS
(LB-EPS), mocno zwiazane EPS (TB-EPS)
mialy znaczacy udzial w formowaniu si¢
granul. Wykazano, ze polisacharydy stano-
wia wazny sktadnik strukturalny granul.

Summary

Influence of extracellular polymeric
substances on aerobic granulation. In this
study the influence of extracellular poly-
meric substances on biogranulation process
was investigated. Aerobic biogranules were
emerged from floc sludge on day 7 of ope-
ration. The average diameter of biogranules
increase due to EPS production. It has been
found that the predominat component of EPS
are proteins. Compared to loosely bound
EPS (LB-EPS), tighly bound EPS (TB-EPS)
showed more significant role in granules for-
mation. It has been shown that polysaccha-
rides are an important structural component
of granules.
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