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1. Wprowadzenie

roces biologicznego oczyszczania $ciekow metodg osadu czynnego prze-

biega w dwdch podstawowych etapach. Etap | obejmuje przeksztatcanie

na drodze biochemicznej rozpuszczonej materii organicznej w materiat ko-

modrkowy oraz przytgczanie czastek koloidalnych przez przyrastajacg bioma-
se. Etap Il ma na celu oddzielenie tej biomasy od oczyszczonych Sciekdw.
W procesie osadu czynnego gtéwna role odgrywajg powstajace w wyniku bio-
logicznej flokulacji zooglealne skupiska mikroorganizméw (kfaczki). Skupiska
te skiadaja sie z komérek bakteryjnych, pozakomdrkowych biopotimeréw,
wody oraz czastek statych adsorbowanych ze Sciekdw. Klaczki osadu czyn-
nego sa waznym przedmiotem badan poniewaz ich wiasciwosci fizyczne majg
istotny wptyw na transport substratu do wnetrza skupisk, flokulacje mikro-
organizméw oraz efektywno$¢ oddzielania biomasy osadu w osadnikach. Fi-
zyczna charakterystyka klaczkéw ma takze duze znaczenie dla zageszczania
i odwadniania osadu nadmiernego podczas jego unieszkodliwiania. Obecnie
coraz powszechniej uwaza sie, ze wielkosci klaczkéw i ich struktura sg naj-
wazniejszymi parametrami fizycznymi decydujacymi o whasciwym dziataniu
osadu czynnego.

Struktura kiaczkéw moze by¢ brana pod uwage jako charakterystyczna
cecha odzwierciedlajgca warunki operacyjne procesu osadu czynnego, jak
réwniez przemiany wewnatrzkomoérkowe. Badania tej cechy kiaczkéw moga
doprowadzi¢ do wyjasnienia wielu probleméw natury biologicznej i fizykoche-
micznej, a tym samym pozwolag na intensyfikacje i optymalizacje procesu
osadu czynnego. Dotyczy to, np. biologicznego usuwania fosforu, ktére od-
bywa sie nie tylko w wyniku jego kumulowania w postaci polifosforanow,
ale réwniez fizykochemicznego wigzania w osadzie przez jony metali znajdu-
jace sie w sciekach (1,2). Sposéb i trwato$¢ wigzania fosforu w duzym sto-
pniu zalezy od szeroko rozumianej ,,kondycji fizycznej” kiaczkow (3).

Coraz wieksze wymagania dotyczgce oczyszczania Sciekdw, a w szczego6l-
nosci usuwania pierwiastkéw biogennych, powodujg znaczny stopien skom-
plikowania uktadow technologicznych. W systemach osadu czynnego z usu-
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waniem azotu i fosforu zachodzi wiele proceséw jednostkowych: utlenianie
zwigzkéw organicznych, nitiyfikacja, denitryfikacja i defosfatacja. Procesy te
realizowane sg przy wspotudziale réznych populacji mikroorganizméw, ktére
uaktywniaja sie pod wptywem zmiany warunkoéw $rodowiskowych — rodza-
ju i stezenia substratu, obcigzenia osadu, ilosci rozpuszczonego tlenu, od-
czynu, itp. Takie stresowe warunki mogg w okre$lony sposob oddziatywac
na stosunki ilosciowe miedzy poszczegdlnymi populacjami drobnoustrojow,
a w efekcie na stopien dyspersji i strukture kiaczkow.

Szczegotowe poznanie prawidtowosci zmian zachodzacych w strukturze
ktaczkow osadu czynnego w réznych warunkach dziatania systeméw biologi-
cznego oczyszczania Sciekow, wymaga bardziej specyficznych metod badan
morfologicznych niz tylko tradycyjne obserwacje mikroskopowe. W prezen-
towanej pracy omoéwiono spos6b preparowania, umozliwiajacy ciecie kiacz-
kéw na bardzo cienkie skrawki (przekroje) za pomocg mikrotomu, bez na-
ruszania ich pierwotnej struktury.

2. Pochodzenie osadu czynnego

Eksperymenty prowadzono na osadach czynnych pobieranych z réznych
systemdw biologicznego oczyszczania $ciekdéw. Takie postepowanie miato na
cetu sprawdzenie czy stosowana metodyka jest uniwersatna w odniesieniu
do osaddéw roznigcych sie stanem biochemiczndmi, sktadem biocenozy oraz
struktura ktaczkéw. Zrdodiem osadu czynnego byly nastepujace uktady ba-
dawcze:

a) instalacja do$wiadczalna dla zintegrowanego usuwania C, N i P typu
UCT, zasilana rzeczywistymi $ciekami miejskimi,

b) instalacja doswiadczalna typu SBR, zasilana Sciekami syntetycznymi
na bazie glukozy,

¢) instalacja doswiadczalna oczyszczajgca Scieki syntetyczne z zawartoscia
substancji powierzchniowo-czynnych,

d) instalacja do$wiadczalna do tlenowej stabilizacji osadu.

3. Preparowanie kiaczkow

Idea analizowania struktury wewnetrznej klaczkéw osadu czynnego przy
wykorzystaniu techniki mikrotomowej zostata zapozyczona z histologii, dzie-
dziny medycyny zajmujacej sie badaniami tkanek ludzkich i zwierzecych.
Probki materiatu biologicznego przeznaczone do ciecia w mikrotomie wyma-
gajg wstepnego przygotowania, obejmujgcego ich chemiczne utrwalanie
i utwardzanie. W biotechnologii Srodowiskowej technika ta byla dotad Kil-
kukrotnie zastosowana do badania budowy biofilmu tworzacego sie na zto-
zach biologicznych (4-6). Udane préby w odniesieniu do kiaczkéw osadu
czynnego przeprowadzono na Uniwersytecie w Toronto (7), gdzie korzystano
z kosztownej, specjalistycznej aparatury. Operacje zwigzane z obrdébka che-
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miczng klaczkdéw byly w wiekszosci wykonywane automatycznie za pomocg
histomatycznego procesora tkankowego (model 266, Fisher Scientific Co.).

W poréwnaniu z tkankami, a nawet biofilmem bakteryjnym, klaczki osadu
sg tworem znacznie bardziej nietrwatym, ze wzgledu na ich duze uwodnienie,
dochodzace do 95%. Wymaga to szczeg6lnego podejscia, aby w trakcie pre-
parowania nie zmieni¢ ich wewnetrznej struktury. Ze wzgledu na delikatna
budowe kiaczkéw, bardzo istotny jest rowniez sposéb pobierania prébek z bio-
reaktora. W podanej metodzie nie stosowano specjalistycznej aparatury w trak-
cie chemicznej obrobki klaczkéw. Cata procedura preparowania ktaczkow do
badan struktury wewnetrznej skladata sie z nastepujacych etapéw:

— pobieranie probek osadu,

— przygotowanie i zestatanie kiaczkow,

— ciecie za pomocg mikrotomu,

— wybarwianie preparatow.

3.1. Pobieranie probek osadu

Osad czynny pobierany byt z poszczegélnych bioreaktoréw za pomoca
pipety o szerokim otworze (4 mm $rednicy). Zapobiegano w ten sposéb moz-
liwosci rozbijania i deformowania klaczkéw, a tym samym zachodzeniu zmian
w ich strukturze podczas przeptywu do Srodka pipety. Tego rodzaju pipety
stosuje sie przy pomiarach geometrycznych cech ktaczkéw i rozktadéw ich
wielkosci (8-10).

3.2. Przygotowanie i zestaianie ktaczkow

Procesy przygotowania i zestalania ktaczkéw byly najbardziej pracochton-
nymi operacjami. Obejmowaly: utrwalanie ktaczkéw w formalinie, odwadnia-
nie alkoholem, czyszczenie acetonem i ksylenem, oraz impregnacje w para-
finie.

Probke osadu o objetosci 2 cm” przenoszono na saczek w celu wstepnego
odciggniecia wody, a nastepnie ostroznie sptukiwano 10% roztworem fomia-
liny do malej zlewki o pojemnosci 20 cm”. Zawartos$¢ zlewki wytrzgsano
przez 1 godzineg, przy czym intensywno$¢ wytrzasania dobierano tak, aby
nie powodowaé rozbijania kfaczkéw. Fonnatina speinia role czynnika utrwa-
lajacego, ktory penetrujgc do wnetrza kiaczkéw zabija komoérki mikroorga-
nizmoéw, a jednocze$nie konserwuje i utwardza jego rozne czesci skfadowe.

W prezentowanej metodyce uwzgledniono réwniez mozliwo$¢ przechowy-
wania kfaczkow (po utrwateniu ich formating) przez pewien czas, przed przy-
stgpieniem do datszej obrobki chemicznej. W wiekszosci przypadkéw korzy-
stne jest boAviem zebranie kilku prébek osadu, a nastepnie ich jednoczesne
dalsze preparowanie oraz ciecie. W tym celu przenoszono kiaczki osadu z for-
matiny na bibule, odsaczano, sptukiwano wodg destytowang do matej zlewki
i ostroznie wytrzasano przez 0,5 godziny, zmieniajagc co 10 minut wode. Po
odciggnieciu nadmiaru wody na saczku, kiaczki sptukiwano do niewietkiej
formy, wczesniej przygotowanym oraz wysterylizowanym w autoktawie 1,5%
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roztworem agaru Difco i wstawiano do lodéwki. Po zestaleniu, otrzymany
bloczek agarowy zalewano woda destylowang i przechowywano w tempera-
turze 4°C. Zgodnie z obserwacjami Ganczarczyka i in. (11), kiaczki osadu
zabezpieczone w podobny sposéb moga by¢ przechowywane w podanych wa-
runkach, nawet ponad 7 dni bez widocznej zmiany ich morfologii.

Do dalszej obrobki odcinano zbedne, zewnetrzne czesci bloczka tak, aby
uzyska¢ mozliwie male jego fragmenty zawierajgce zatopione ktaczki. Od-
wadnianie, majace na celu usuniecie zwigzanej w klaczkach wody, wykony-
wano poprzez kilkukrotne umieszczanie preparatow w roztworach alkoholu
etylowego o wzrastajgcej procentowosci (od 50 do 100%). W kolejnej operacji
0czyszczano preparaty z resztek etanolu poprzez przemywanie acetonem, a na-
stepnie ksylenem. Po odwodnieniu i oczyszczeniu prowadzono impregnacje
w cieklej parafinie o temperaturze 56°C. W czasie tego procesu nastepowata
penetracja parafiny do wnetrza klaczkow oraz ich zestatenie w bloczku pa-
rafinow}rm utwardzanym w temperaturze pokojowej. W ten sposéb uzyski-
wano trwale preparaty, nie zmieniajgce swoich wiasciwosci i nadajgce sie
do cigcia w mikrotomie.

Harmonogram poszczegoinych operacji oraz wykaz stosowanych reagen-
téw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Harmonogram operacji przygotowania i zestalania k¥aczkow

Faza Operacja C(E;;S Roztwor Ste(i/oe)nle

1 utrwalanie 1 formalina 10
ptukanie 1/6 woda destylowana

2 ptukanie 1/6 woda destylowana
ptukanie 1/6 woda destylowana
zabezpieczanie 0.5 agar 15
odwadnianie | alkohol 50
odwadnianie 2 alkohol 70
odwadnianie 2 alkohol 80

3 odwadnianie 18 alkohol 96
odwadnianie 1/3 alkohol 100
odwadnianie 1/3 alkohol 100
odwadnianie ! alkohol 100
czyszczenie 1/3 aceton

4 czyszczenie 2/3 ksylen
czyszczenie 2/3 ksylen
czyszczenie 2/3 ksylen

5 impregnacja | parafina

impregnacja 1 parafina
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3.3. Ciecie za pomocq mikrotomu

Preparaty parafinowe (bloezki) byty ciete w mikrotomie na skrawki o gru-
bosci 7 pm. Podczas tej operacji nie wystepowata zadna deformacja zesta-
lonych kiaczkoéw. Do dalszej obrobki poszczegllne przekroje umieszczane by-
ty na mikroskopowych szkietkach podstawowych. Poniewaz w trakcie ciecia
bloczkéw trudno jest ocenié, ktore przekroje beda pézniej najbardziej inte-
resujace, dlatego z kazdego preparatu nalezy uzyskac od Kilku do kilkunastu
fragmentow.

3.4. Wybarwianie preparatow

Uzyskane przekroje klaczkéw osadu czynnego musza zosta¢ wybarwione,
poniewaz ich minimalna grubo$¢ powoduje, ze sa niemal przeZzroczyste.
W tym celu pociete i naniesione na szkietka mikroskopowe preparaty nalezy
odparafinowac. Zabieg ten prowadzono wedtug okreslonej procedury, stosu-
jac kolejno:

* ksylen !

e ksylen 2

> sumaryczny czas dziatania 5 minut;

e 96% - 90% - 80% - 70% - 50% roztwdr alkoholu etylowego,

> sumaryczny czas dziatania 3 minuty.

Ryc. 1. Mikrotomowy przekrdj ktaczka osadu czynnego z laboratoryjnej instalacji typu SBR;
1 cm =35 pm.
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Ryc. 2. Mikrotomowy przekrdj kiaczka osadu czynnego z laboratoryjnej instalacji typu A/O;
1 cm = 13 pm.

Po Splukaniu woda destylowang preparaty nadawaty sie do wybarwiania.
W zaleznosci od potrzeb mozna wybarwia¢ rézne skiadniki klaczkéw, np.
bakterie, pozakomodrkowe biopolimery, granule polifosforanowe. Uzyskane
w prezentowanych badaniach preparaty barwione byly eozyna i hematoksy-
ling (ryc. 1,2). Wybarwione czesci przekrojow kilaczkéw obrazujg mikroorga-
nizmy i pozakomérkowe biopolimery. Obszary nie wybarwione, to wolne prze-
strzenie zajmowane normalnie przez wode (7). Na rycinie 2 widoczne sg po-
jedyncze mikroorganizmy oraz kolonie kilku komérek o rozmiarach od 1 do
4 |im. Prowadzone eksperymenty miaty na celu gtdwnie obrébke klaczkdw,
pozwalajgcg na ich ciecie i przygotowywanie trwatych preparatow mikrosko-
powych do obserwacji struktury wewnetrznej. Dlatego nie stosowano spe-
cyficznego wybarwiania poszczegélnych skiadnikéw kiaczkéw.

Po wybarwieniu, preparaty byly trwale mocowane na szkietkach mikro-
skopowych za pomocg cedaxu.

4. Podsumowanie

w przeprowadzonych eksperymentach wykazano, ze zastosowana proce-
dura preparowania i sekcjonowania kiaczkéw pozwala na efektywne badania
ich struktury wewnetrznej, niezaleznie od Zrédta pochodzenia osadu czyn-
nego. Podczas ciecia w mikrotomie nie wystepowata deformacja zestalonych
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w parafinie klaczkéw. Uzyskane trwale preparaty moga byé obserwowane
i fotografowane pod mikroskopem lub badane przy wykorzystaniu systemow
analizy obrazu.

W przedstawionej metodzie szczeg6lnie wazne jest, aby na kazdym etapie
procedury poczynajac od pobierania probek osadu, zachowa¢ duzag ostroz-
nos$¢ ze wzgledu na delikatng budowe kiaczkéw. Niedogodnoscig jest réwniez
pracochtonno$¢ metody i konieczno$¢ pewnego doswiadczenia podczas jej
stosowania. Dalszy postep biotechnologii $rodowiskowej w odniesieniu do
procesu osadu czynnego stwarza jednak konieczno$¢ wprowadzania bardzo
specyficznych i czesto skomplikowanych metod badawczych. Wydaje sie na-
tomiast, ze niektdre czynnosci mozna bedzie w przysztosci uproscic. Istnieje
takze mozliwo$¢ zastgpienia parafiny metakiylanami.

W prezentowanych testach nie stosowano specyficznego wybarwiania po-
szczegOlnych skiadnikéw kiaczkow. Jest to jednak (poza niskimi kosztami)
podstawowa zaleta tej metody, pozwalajaca na analizowanie rozmieszczenia
i wzajemnych relacji miedzy tymi skiadnikami. Ponadto badanie kolejnych
mikrotomowych przekrojow tych samych kiaczkéw umozliwia niemal prze-
strzenng analize ich struktury wewnetrznej. Odnosi sie to jednak do kiacz-
kéw o stosunkowo duzych wymiarach.

Zastosowanie techniki mikrotomowej pozwala na szczegétowe badanie mor-
fologii ktaczkéw oraz zmian strukturalnych zachodzacych w réznych warun-
kach srodowiskowych. Badania te umozliwig rozszerzenie wiedzy dotyczacej
m.in. formowania i rozpadu klaczkéw osadu czynnego, a takze mechanizmu
uwalniania fosforu z biomasy w procesach biologicznej defosfataciji.
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Preparation of activated sludge floes to study their internal structure
Summary

A procedure for the preparation of activated sludge floes to study their internal structure
was presented. Sludge samples were stabilized, embedded in paraffin and sliced with a microtome
into sections 7 pm thick. The microtome sections were stained with hematoxilyn eosin. Direct
microscopic observations of these sections proved that the micro-slicing technique employed in
this study may be a useful tool in the evaluation of the internal floe structure.

Key words:
activated sludge floes, internal structure, embedding in paraffin, microtome sectioning.
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