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Monitorowanie PHA w oczyszczalniach sciekow wojewodztwa tédzkiego

Wstep

Polihydroksyalkaniany (PHA), nazywane tez polihydroksykwasa-
mi thuszczowymi naleza do grupy poliestréw alifatycznych zbudowa-
nych z reszt kwaséw hydroksykarboksylowych. Zwiazki te sa wytwa-
rzane przez bakterie (ok. 300 gatunkéw) w procesach fermentacji
cukréw lub lipidéw i magazynowane w komoérkach w postaci granul
(ziaren, kapsut). Dojrzata granula ma szeroko$¢ ok. 300+500 nm
[Paul i Liu, 2012]. Jest otoczona pojedyncza btona o grubosci 4 nm,
w sktad ktérej wchodza fosfolipidy, biatka strukturalne i regulatoro-
we oraz enzymy zwiazane z synteza i rozkladem PHA. Wngtrze
granuli wypelnia odpowiedni polihydroksykwas tluszczowy.
W osadzie czynnym pracujacym w warunkach beztlenowych i tleno-
wych z metabolizmem PHA zwiazane sg przede wszystkim bakterie
akumulujace fosfor (PAO) oraz akumulujace glikogen (GAO).

PHA (gléwnie kwas poli-3-hydroksywalerianowy) po raz pierwszy
zidentyfikowali Wallen i Rohwedder w 1974 roku [Paul i Liu, 2012].
Autorzy wyodrebnili ten polimer w osadzie czynnym po zastosowa-
niu ekstrakcji chloroformem. Dopiero okoto dekad¢ p6zniej poznano
kolejne biopolimery poddajac analizie HPLC osady z dna morskiego.
Wsréd 11 réznych PHA dominowaty ilosciowo kwasy poli-3-
hydroksymastowy i poli-3-hydroksywalerianowy [Paul i Liu, 2012].
Poza HPLC takze spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowe-
go (NMR) jest wykorzystywana do okreslania rodzaju monomeréw
tworzacych poszczegblne PHA [Paul i Liu, 2012, Rodgers i Wu,
2010]. Granule polihydroksykwaséw tluszczowych w komdrkach
drobnoustrojéw (bez identyfikacji PHA) mozna obserwowa¢ w mi-
kroskopie optycznym stosujac kontrast fazowy (sa to sktadniki komé-
rek o wysokim stopniu refrakcyjnosci) [Paul i Liu, 2012] lub barwiac
je odpowiednimi barwnikami [Paul i Liu, 2012]. Zastosowanie znala-
zty tutaj przede wszystkim trzy barwniki: czern sudanowa B oraz
btekit Nilu A i czerwien Nilu [Mesquita i in., 2013].

Do okreslenia ilosci granul PHA w osadzie czynnym mozna zasto-
sowa¢ techniki barwienia preparatéw mikroskopowych w powiazaniu
z cyfrowa analiza obrazu mikroskopowego [Pandolfi i in, 2007;
Mesquita i in., 2013]. Pandolfi i in. [2007] uzyli tej metody do moni-
torowania bakterii nitkowatych w osadzie czynnym. Do barwienia
granul polihydroksykwaséw ttuszczowych w bakteriach nitkowatych
autorzy wykorzystali czern sudanowa B. Zaproponowana przez nich
procedura sktadata si¢ z nastgpujacych etapéw[Pandolfi i in., 2007]:

1) wykonanie rozmazu z prébki osadu czynnego,

2) Dbarwienie PHA,

3) zebranie okoto 40 obrazéw z preparatu mikroskopowego,

4) odpowiednia obrébka obrazéw za pomoca programu do

cyfrowej analizy obrazéw,

5) okreslenie udzialu PHA w bakteriach nitkowatych.

Mesquita i in. [2013] zastosowali podobng metod¢ do okreslenia
zawarto$ci polihydroksykwaséw tluszczowych w osadzie czynnym
pracujacym w warunkach beztlenowych i tlenowych. Granule PHA
barwiono w tym przypadku bigkitem Nilu A, a postgpowanie podzie-
lono na nastgpujace etapy [Mesquita i in., 2013]:

1) barwienie PHA w prébce osadu czynnego przed rozmazem,

2) wykonanie rozmazu,

3) zebranie okoto 150 obrazéw z preparatu mikroskopowego,

4) obroébka i analiza obrazow,

5) okreslenie stgzenia PHA w osadzie czynnym.

W tab. 1 poréwnano metodg¢ opracowana przez Pandolfi i in. [2007]
z metoda autorstwa Mesquita i in. [2013].

Celem pracy bylo poznanie zmian st¢zenia polihydroksyalkania-
néw (PHA) w komorach osadu czynnego w dwdch oczyszczalniach

Tab. 1. Poréwnanie dotychczas stosowanych procedur oszacowania udzialu PHA
w osadzie czynnym z wykorzystaniem cyfrowej analizy obrazu

Cecha Pandolfi i in. [2007] Mesquita i in. [2013]

bakterie barwione po wykona-
niu rozmazu

bakterie barwione przed
wykonaniem rozmazu

Typ preparatu

powigkszenie catkowite
400 razy, ciemne pole

‘Warunki obserwacji
mikroskopowych

powigkszenie catkowite 250
razy, jasne pole

Program kompute-

rowy uzyty do Visilog 5 CellB

zbierania obrazéw

Gléwne etapy (1) zmiana obrazu z RGB na (1) wyodrgbnienie

obrébki i analizy HIS warstwy czerwonej (R)

obrazu (2) zwigkszenie kontrastu z obrazu (RGB)
obrazu w wyniku wyréwnania (2) korekcja tta za

histogramu pomoca filtra tophat

(3) wygenerowanie binarnego 1wiener
obrazu w celu wyréznienia tta
i obiektow takich jak ktaczki,
bakterie nitkowate oraz inne
elementy obrazu (debris)

(3) identyfikacja regio-
néw PHA stabo i mocno
zdefiniowanych

(4) dla region6w PHA
zdefiniowanych mocno
zastosowanie ponownie
filtru tophat a nastgpnie
okreslenie krawedzi

i wypetnienia, a dla
regionéw zdefiniowanych
stabo zastosowanie
segmentacji przez progo-
wanie

(4) usunigcie z obrazu ktacz-
kéw oraz innych elementéw
obrazu (debris)

(5) utworzenie zarysu bakterii
nitkowatych

(6) usunigcie z zarysu bakterii
nitkowatych punktéw rozgalg-
zienia, koncow galezi oraz
przecigcia pomigdzy dwoma

nitkami (5) potaczenie obszar6w

stabo i mocno zdefinio-
wanych oraz usunigcie
szumow (debris)

(7) policzenie powierzchni
czerwonych i niebieskich
pikseli w obrgbie zarysu
bakterii nitkowatych (piksele
niebieskie oznaczaja PHA)

(6) policzenie powierzch-
ni PHA

Stezenie PHA w mg 1!
poprzez poréwnanie
powierzchni granul ze
stezeniem PHA oznaczo-
nym chromatograficznie

Mierzone wskazniki
wyrazajace ilo$¢
PHA w osadzie

Procentowy udziat PHA w
bakteriach nitkowatych

Program kompute-
rowy zastosowany
do obrdbki i analizy
obrazu

Visilog 5 Matlab

$ciekéw wojewédztwa 16dzkiego, to jest w Oczyszczalni Sciekow
w Zgierzu oraz Grupowej Oczyszczalni Sciekéw w Lodzi. Zmiany
PHA §ledzono w zaleznosci od warunkéw oksydoredukcyjnych.
Dodatkowo przeprowadzono poréwnanie wynikéw dwédch metod
stuzacych do pomiaru ilosci PHA. Byty to: metoda chromatograficz-
na oraz metoda oparta na cyfrowej analizie obrazu.

Materiaty i metody

Badane oczyszczalnie $ciekow

Badania prowadzono w dwoéch oczyszczalniach $ciek6w komunal-
nych, to jest w Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu oraz Grupowej
Oczyszczalni Sciekéw (GOS) w Lodzi o wielkosci projektowej odpo-
wiednio 100 tys. RLM i 1 026 260 RLM. W okresie prowadzonych
badan $rednie dobowe natgzenie przeptywu Sciekéw w Oczyszczalni
Sciekéw w Zgierzu wynosito 8 725 m*d™', a w Grupowej Oczyszczalni
Sciekéw w Lodzi — 175 450 m’d™". Czesé biologiczna Oczyszczalni
Sciekéw w Zgierzu skladata si¢ z pieciostrefowej komory osadu
czynnego (KOC) podzielonej na czgs$¢: anaerobowa (KB), anoksycz-
na (KA1), aerobowa (KT1), anoksyczna druga (KA2) iaerobowa
druga (KT2) oraz osadnika wtérnego (OWT). Zastosowana techno-
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Rys. 1. Uktad technologiczny czgs$ci biologicznej oczyszczalni §ciekow w Zgierzu
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Rys. 2. Uktad technologiczny czesci biologicznej Grupowej Oczyszczalni Sciekéw
w Lodzi

logia biologicznego oczyszczania $ciekéw odpowiada pigciostop-
niowemu uktadowi Bardenpho (Rys. 1). Catkowita objgto$¢ komor
osadu czynnego wynosi 24 000 m®. Recyrkulacja zewnetrzna osadu
prowadzona jest z osadnikéw wtérnych do czg$ci beztlenowej (okoto
100% $ciekéw doptywajacych), a recyrkulacja wewngtrzna to recyr-
kulacja znitryfikowanych $ciekéw do czgSci niedotlenionej
(anoksycznej).

W GOS oczyszczanie $ciekéw prowadzone jest w komorach osadu
o objetosci catkowitej 19 900 m® kazda. Pracowaé¢ moze réwnolegle
siedem takich komoér zintegrowanych z osadnikami wtérnymi. Sys-
tem biologicznego oczyszczania $ciekéw odpowiada technologii
MUCT i sklada si¢ z trzech czgsci: anaerobowej (KB), anoksycznej
(KA) 1 aerobowej (KT), osadnika wtérnego (OWT) oraz z trzech
strumieni recyrkulacji (Rys. 2). Recyrkulacja zewngtrzna osadu
prowadzona jest z osadnika wtérnego do czgsci niedotlenionej lub
beztlenowej, a recyrkulacja wewngtrzna mieszaniny $ciekéw i osadu
czynnego przebiega z czgsci napowietrzanej do niedotlenionej
(pierwszy strumien recyrkulacji wewngtrznej) oraz z czg$ci niedotle-
nionej do beztlenowej (drugi strumien recyrkulacji).

Kampanie pomiarowe

Byly to kampanie dtugo- i krétkoterminowe. Niezaleznie od czasu
trwania kampanii prébki osadu pobierano w okresie pogody suchej ze
skrajnych czg$ci komér osadu czynnego, to jest z czgsci beztlenowej
i tlenowej. Kampanie dlugoterminowe byly prowadzone przez trzy-
nascie miesigcy od wrzesnia 2013 roku do sierpnia 2014 roku w obu
oczyszczalniach $ciekdw, to jest w Zgierzu i w Lodzi, a probki pobie-
rano raz w miesigcu. Kampanie krétkoterminowe byly przeprowa-
dzone w Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu w okresie zimy (styczen
2014) i lata (czerwiec-lipiec 2014). Kampanie trwaty po dwa tygo-
dnie, a w tym czasie probki osadu pobierano siedmiokrotnie.

Oznaczanie PHA

Oznaczenie PHA z pomoca chromatografii cieczowej wykonano
zgodnie ze z metodyka opracowana przez Karr i in. [1983]. Sktadato
si¢ ono z nastgpujacych etapéw: (1) odwodnienie osadu z uzyciem
etanolu; (2) hydroliza kwasna (stgzony kwas siarkowy), (3) oznacze-
nie chromatograficzne na aparacie UPLC (kolumna C18, T =40°C,
eluent 0,1% kwas mréwkowy, przeptyw 0,2 ml-min”, detekcja
PDA7 =210 nm). Wzorcem byl kwas krotonowy bgdacy produktem
hydrolizy PHA i dehydroksylacji jego monomeru. Stgzenie PHA bylo
podawane w mg kwasu krotonowego na litr. Doktadno$¢ oznaczenia
wynosita 0,01 mg-1".

Oznaczenie PHA metoda analizy obrazu komputerowego obejmo-
walo: (1) przygotowanie rozmazdéw i ich zabarwienie Sudanem czar-
nym i safraning, (2) obserwacje mikroskopowe i zbieranie obrazéw,
(3) cyfrowa obrébka obrazéw z pomoca pétautomatycznej procedury

(makroprogram). Oznaczenie objgte jest zgloszeniem patentowym
[Liwarska-Bizukojé i in., 2014].

Wyniki i dyskusja

W tab. 2 poréwnano ilos¢ PHA w osadzie czynnym zmierzong
z pomoca obydwu metod analitycznych w czgsci beztlenowej (KB)
i tlenowej (KT) Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu i Lodzi. W kazdej
z badanych oczyszczalni $ciekéw obydwie metody jednoznacznie
pokazaty, ze ilos¢ PHA w osadzie czynnym jest wigksza w czgsci
beztlenowej niz tlenowej. Jest to zgodne z wiedza na temat mechani-
zmoéw biologicznego usuwania fosforu przez mikroorganizmy majace
zdolno$¢ do akumulacji polifosforanéw (PAO) i wykorzystujace
w tym celu PHA [Henze i in., 2002]. Stosunek ilosci PHA w osadzie
czynnym w komorze beztlenowej do jego ilosci w komorze tlenowej
byt wyzszy w Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu niz w GOS w Lodzi.
Tu réwniez istnieje zgodnos$¢ migdzy obiema metodami zastosowa-
nymi do pomiaru PHA. W przypadku metody chromatograficznej ten
stosunek wynosil srednio blisko 3,1, a w przypadku cyfrowej analizy
obrazu 2,36 w Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu. Natomiast w GOS
bylo to odpowiednio 2,26 dla chromatografii cieczowej i 1,95 przy
zastosowaniu analizy obrazu. Na takie wartosci ilorazu KB/KT miata
wplyw w gtéwnej mierze wigksza ilo§¢ PHA w osadzie czynnym
w warunkach anaerobowych w zgierskiej oczyszczalni (Tab. 2).

Stopien usuwania fosforu w obydwu oczyszczalniach byl wysoki
i przewaznie wynosil powyzej 85%. Pozwalalo to uzyska¢ oczysz-
czalniom odpowiednie st¢zenie fosforu w §ciekach wprowadzanych
do odbiornika nieprzekraczajace 1 mg-I"". Trudno oceni¢ wptyw ilosci
syntezowanego PHA na skuteczno$¢ usuwania fosforu, gdyz obydwie
oczyszczalnie dodatkowo stosuja chemiczne stracanie fosforanow.

Tab. 2. Srednia ilosé PHA (+SD) w Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu i GOS w Lodzi

Metoda | Ocayszczalnia Sciekdw w Zgierzu GOS$ w Lodzi
oznaczania KB KT KB/KT KB KT KBIKT
Chroma-

tografia |13 97,4 35| 4,85+1,64 | 3,0941,06 |10,00+3,88| 4.61£1,44 | 2,26+0.71
cleczowa

(mg1")

Analiza | 5 5310 97 | 2,12£0.83 | 2.36:047 | 472162 | 247091 | 1,95:0.48
obrazu (%)

Na rys. 3 przedstawiono zmiany ilosci PHA w obydwu badanych
oczyszczalniach $ciekéw w poszczegdlnych miesiacach. Sa to wyniki
stgzenia PHA oznaczanego chromatograficznie. W Oczyszczalni
Sciekéw w Zgierzu stezenie PHA osadzie czynnym w czesci beztle-
nowej wynosito od 6,65 do 20,78 mg-1", a w czesci tlenowej od 3,18
do 7,03 mg-I'". Natomiast w GOS bylo to odpowiednio od 6,63 do
20,73 mg-1" w czesci beztlenowej i od 2,73 do 6,79 mg-I'"' w czesci
tlenowej. W pracy Mesquita i in. [2013] stgzenie PHA oznaczane
chromatograficznie zmieniato si¢ od 3,79 do 316,95 mg-1"".

Zmiany PHA uzyskane na podstawie cyfrowej analizy obrazu maja
podobny charakter do tych przedstawionych na rys. 3. Kazdorazowo
wigcej PHA stwierdzono w komorze beztlenowej niz tlenowej, cho¢
ten stosunek byt na ogét nizszy w przypadku cyfrowej analizy obrazu
niz oznaczania chromatograficznego. Na przyklad w Oczyszczalni
Sciekéw w Zgierzu wynosit on od 1,77 do 4,95 w przypadku ozna-
czania z wykorzystaniem chromatografii cieczowej oraz od 1,61 do
3,26 przy zastosowaniu cyfrowej analizy obrazu. Uzyskane wartosci
KB/KT sa zgodne z literatura, co potwierdza uzyteczno$¢ obu zasto-
sowanych metod pomiaru PHA w osadzie czynnym. Ilos¢ PHA
w osadzie czynnym w komorze beztlenowe;j jest zwykle od dwéch do
czterech razy wigksza niz w komorze tlenowej [Rodgers i Wu, 2010].

O ile $ledzenie zmian w okresie dlugoterminowym z rzadkim po-
borem prébek pozwala na uzyskanie informacji o zakresie zmian
danej wielkosci, w tym przypadku ilosci PHA, to czgsty pobdr pré-
bek w stosunkowo krétkim przedziale czasowym daje mozliwosé
lepszej weryfikacji obydwu metod oznaczania PHA w codzienne;j
eksploatacji oczyszczalni $ciekow.
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Rys. 3. Zmiany stgzenia PHA w osadzie czynnym z oczyszczalni w Zgierzu
i Lodzi z wykorzystaniem chromatografii cieczowej.
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Rys. 4. Zmiany stgzenia PHA w osadzie czynnym z oczyszczalni w Zgierzu

w kampaniach krétkoterminowych z wykorzystaniem chromatografii cieczowe;j.
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Rys. 5. Zmiany stgzenia PHA w osadzie czynnym z oczyszczalni w Zgierzu
w kampaniach krétkoterminowych z wykorzystaniem cyfrowej analizy obrazu.

(a) Oczyszczalnia Sciekow w Zgierzu

Elhkhhkh

W efekcie pozwala oceni¢ ich przydatnos¢. Na rys. 4 i 5 przedsta-
wiono zmiany PHA podczas kampanii krétkoterminowych prowa-
dzonych w Oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu. Okazalo sig, Ze tempera-
tura procesu nie ma istotnego wptywu na biosyntez¢ PHA w oczysz-
czalni $ciekéw. Wedlug wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej wyzsze stgzenia PHA w osadzie czynnym
w komorze beztlenowej byly w okresie zimowym, gdy temperatura
w bioreaktorze wynosita od 11,1 do 14,3°C niz w lecie przy tempera-
turach od 20,2 do 23,4°C (Rys. 4). Nie potwierdza tego w pelni cy-
frowa analiza obrazu, ktéra pokazuje, ze nieco wigcej PHA byto
w lecie niz w zimie, zwlaszcza dotyczy to komory beztlenowe;.
Jednak w przypadku obydwu zastosowanych metod oznaczania PHA,
réznice migdzy warto$ciami uzyskanymi w kampanii zimowej
i letniej sa niewielkie i wynosza $rednio 1,08 mg-1" w przypadku
chromatografii cieczowej i 0,99% w przypadku cyfrowej analizy
obrazu. Stad najprawdopodobniej w zakresie temperatur od 11 do
23°C, temperatura nie ma wplywu na biosyntez¢ PHA badz ten
wplyw jest niewielki.

Natomiast stosunek ilosci PHA w osadzie czynnym w komorze
beztlenowej do jego ilosci w komorze tlenowej (KB/KT) byt wyzszy
w lecie niz zima. To ostatnie potwierdzaja obydwie metody oznacza-
nia PHA. Przy zastosowaniu chromatografii cieczowej wynosit on
2,32 w lecie, a 2,19 w zimie, a wedtug analizy obrazu bylo to odpo-
wiednio 2,871 2,25.

Whnioski

Obie zastosowane w tej pracy metody oznaczania PHA moga by¢
wykorzystane do monitorowania zmian PHA w komorach osadu
czynnego oczyszczalni §ciekow.

Pomimo odmiennej metodyki, wyniki otrzymywane z ich pomoca
sa poréwnywalne. Dotyczy to zwlaszcza stosunku ilosci PHA
w osadzie czynnym w komorze beztlenowej do jego ilosci w komo-
rze tlenowej (KB/KT). Jednoznacznie wskazuje on na wigksze ilo$ci
PHA w osadzie czynnym w komorze beztlenowej niz tlenowej
w obydwu oczyszczalniach §ciekéw niezaleznie od tego, czy kampa-
nia jest dtugo- czy krétkoterminowa. Stosunek ten zmienial si¢ od
1,61 do 4,95, cho¢ przewaznie wynosil migdzy 2 a 3.

Nie zaobserwowano zalezno$ci liniowej pomigdzy wynikami
oznaczen PHA otrzymanymi obiema metodami.
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