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Usuwanie pierwiastkéw biogennych ze $ciekéw, w szczegolnosci
zwigzkdéw azotu i fosforu, jest kluczowym elementem ich oczyszcza-
nia. Scieki wprowadzane do $srodowiska wodnego, poddawane sg pro-
cesom biochemicznego samooczyszczania, na ktére sktada sie rozcien-
czanie, adsorbcja, sedymentacja oraz wtasciwe oczyszczanie: reakcje
biochemiczne i mineralizacja. Do mikroorganizméw odpowiedzialnych
za te przemiany naleza bakterie heterotroficzne i grzyby [10]. Rysu-
nek| przedstawia droge, na ktdrej materia organiczna wiaczana jest
w detrytusowe fancuchy pokarmowe.
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Rys. |. Procesy biochemiczne i mineralizacja sciekéw wzdtuz detrytu-
sowych tancuchéw troficznych [10]

Oczyszczanie $ciekow na drodze chemicznej jest stosunko-
wo drogie i szkodliwe dla srodowiska. Wzrost ilosci zanieczyszczen
i konieczno$¢ usuwania odpadéw pochodzenia antropogenicznego
wplynetfo w ostatnich latach na wprowadzanie metod biologicznego
oczyszczania $ciekéw, opartych na naturalnie zachodzacych procesach
[21]. Biologiczne oczyszczanie Sciekéw jest jednak szybsze i bardziej
efektywne niz to zachodzace naturalnie w $rodowisku. Dlatego tez
do celéw technologicznych wykorzystuje sie osad czynny.

Osad czynny jako ztozona biocenoza bakteryjna

Osad czynny to ktaczkowata mieszanina przedstawicieli réznych
grup mikroorganizméw, takich jak [I 1]: bakterie (gtéwnie heterotro-
ficzne), grzyby, glony, Protozoa, Metazoa.

Bakterie heterotroficzne s3 najszerzej reprezentowana grupa
wsrod mikroorganizméw osadu czynnego, poniewaz wymagaja krot-
szego czasu reprodukgji, w poréwnaniu z bakteriami autotroficznymi,
a w sciekach znajduje sie wystarczajaca ilos¢ pokarmu dla tej grupy
bakterii. Z tych powodoéw reprezentuja one pierwszy poziom troficzny
w fancuchu pokarmowym.

Z ekologicznego punktu widzenia osad czynny jest biocenoza,
czyli najwyzszym poziomem organizacji zycia. Biocenoza skiada sig
ze wszystkich populacji organizméw, zyjacych w jednym srodowisku,
zwanym biotopem. Populacja natomiast, to zbiér osobnikéw jedne-
go gatunku [24]. Biotopem osadu czynnego jest reaktor biologiczny.
Tworzy on wraz z osadem czynnym sztuczny ekosystem, w ktorym
nastepuje przeptyw energii i obieg materii (rys. 2).
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Rys. 2. Bioreaktor jako sztuczny ekosystem
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Zaréwno bioreaktory laboratoryjne, jak i te w oczyszczalniach
$ciekow, sa poczatkowo zaszczepiane osadem z innych, juz pracujg-
cych instalacji. Nie jest to jednak zasada, poniewaz po pewnym czasie
osad czynny wytworzytby sie samoistnie. Mikroorganizmy osadu czyn-
nego moga by¢ naniesione z zewnatrz: z powietrza, wody lub z do-
ptywajacych sciekow. Pierwotna biocenoza bioreaktora jest z czasem
modyfikowana przez typ doptywajacych $ciekéw oraz rodzaj wykorzy-
stywanej instalacji ich oczyszczania [10].

Istnieja dwa mechanizmy, ktére maja wptyw na skiad mikrobio-
logiczny osadu czynnego: selekcja i adaptacja. Pierwsze zjawisko
polega na eliminacji okreslonych gatunkéw, podczas gdy rozwdj in-
nych jest faworyzowany. Takie czynniki, jak: zasoby pokarmowe,
obecnos¢ akceptoréw elektrondw, temperatura, tempo wzrostu,
zdolnos¢ do ktaczkowania i sedymentacji oraz obecnos¢ wolno pty-
wajacych organizméw, maja wpltyw na zmienno$¢ mikroorganizméw
w osadzie czynnym. Adaptacja natomiast, to proces przystosowywania
sie do Srodowiska, niezalezny od selekg;ji [1 1].

Nitryfikacja i jej wykorzystanie w procesach oczyszczania
Sciekow

Dziatalnos¢ ludzka jest jedna z przyczyn wzrostu ilosci odpadow
zawierajacych wysokie stezenia azotu. Takie odpady s3 szkodliwe dla
ekosysteméw wodnych i dlatego powinny by¢ efektywnie oczyszczane
[15]. Organiczne zwiazki azotowe, kierowane do oczyszczalni Scie-
koéw, ulegaja amonifikacji do amoniaku. Zwiazek ten ulega nastepnie
nitryfikacji, ktéra jest jednym z kluczowych proceséw obiegu azotu
w przyrodzie (rys. 3) [13, 14]. Amoniak musi by¢ w odpowiedni sposéb
eliminowany ze $ciekéw, poniewaz jest toksyczny dla zycia wodnego,
powoduje eutrofizacje wod, a co za tym idzie, wzrost zapotrzebowa-
nia na tlen w tym srodowisku [9].

Nitryfikacja, to proces tlenowy, sktadajacy si¢ z dwoch krokéw:
utleniania amoniaku do jonéw azotanowych(lll) oraz utleniania jonéw
azotanowych(lll) do jonéw azotanowych(V). Krok pierwszy zwany jest
nitritacja (réwnanie 1), a drugi to nitratacja (réwnanie 2) [21].
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Rys. 3. Cykl obiegu azotu w przyrodzie; | - doplyw zwiazkéw azotu
z atmosfery, 2 - wiazanie azotu, 3 - asymilacja azotu,
4 - amonifikacja (mineralizacja), 5 - utlenianie amoniaku w warun-
kach tlenowych, 6 — utlenianie azotanéw(lll), 7 - denitryfikacja,
8 - utlenianie amoniaku w warunkach beztlenowych (proces Anam-
mox), 9 — ulatnianie si¢ amoniaku, 10 — wymywanie azotanéw(V) [23]
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Dwie fazy nitryfikacji s3 prowadzone przez dwie odrebne fizjolo-
gicznie i ewolucyjnie grupy chemolitotroficznych bakterii, wykorzystu-
jacych ten proces jako zrédto energii. Nitryfikatory pierwszej fazy, zwa-
ne sg nitritatorami (ang. ammonia-oxidizing bacteria, AOB), nitryfikatory
drugiej fazy to nitratatory (ang. nitrite oxidizing bacteria, NOB). Istnieje
réwniez grupa bakterii heterotroficznych prowadzacych ten proces,
jednak jego rola u tych bakterii jest do tej pory nieznana [14, 21].

Autotroficzna nitryfikacja zachodzi wedtug ponizszego schematu:

NH; +1,50, —= NO; +2H'+H,0 AG’=-270 ki/mol (1)

NO; +0,50, o NO; AG"= -80 kJ/mol @

Nitritacja jest réwniez procesem dwuetapowym [3]. Najpierw
amoniak jest przeksztatcany w hydroksylamine (réwnanie 3) w reakgji
katalizowanej przez monooksygenaze amonowa (Amo). Enzym ten
jest labilnym biatkiem btonowym, zbudowanym z kilku podjednostek,
trudnym w izolacji i oczyszczaniu:

NH! +0,+2[H]—* NH,OH + H,0  AG’=+154kJ/mol 3)

Nastepnie hydroksylamina jest utleniania do jonéw azotanowy-
ch(lll) (réwnanie 4). Ta reakcja jest katalizowana przez enzym pery-
plazmatyczny — oksydoreduktaze hydroksylaminy (Hao). Donorem
drugiego atomu tlenu w tej reakcji jest woda [12]:

NH,OH + H,0—%— NO; + H* +4[H] ~ AG’=-2893kl/mol  (4)

Czynniki majace wptyw na nitryfikacje, to: temperatura, pH, natle-
nianie, ilo$¢ substratéw oraz obecnos¢ substanciji toksycznych w $cie-
kach. Jednak z praktycznego punktu widzenia, limitujaca dla cafosci
procesu jest pierwsza faza nitryfikacji — utlenianie amoniaku [ 1].

Nitryfikacja w oczyszczalni $ciekdw zachodzi w stale napowietrza-
nych i mieszanych bioreaktorach i wydaje sie by¢ bardzo dobrze pozna-
nym procesem biochemicznym. Jednak bioréznorodnosé bakterii osadu
czynnego, w tym ogromnej liczby nitryfikatorow wewnatrz bioreakto-
réw, jest nadal nieznana ani dla technologdéw, ani biologéw. Z punktu
widzenia efektywnosci i optymalizacji proceséw oczyszczania sciekow,
badanie réznorodnosci bakterii nitryfikacyjnych w osadzie czynnym
jest bardzo wazne [25]. Analizy prowadzone na grupie bakterii prowa-
dzacych ten wazny technologiczny proces dostarczaja coraz nowszych
informaciji, uzytecznych nie tylko w oczyszczaniu sciekéw, ale rowniez
w szeroko pojetym przemysle opartym na procesach biochemicznych.

Nitritatory jako model badan ekologicznych i technologicznych

Nitritatory naleza do bakterii chemolitoroficznych, wykorzystu-
jacych jony amonowe jako zrédto energii i elektronéw, a dwutlenek
wegla jako zrédio wegla w chemosyntezie [20]. Sg to bakterie gra-
mujemne, tlenowe, chociaz Bodelier i wspétpracownicy [4] wykazali,
ze niektére gatunki moga tolerowac niskie stezania tlenu w srodowisku,
a nawet funkcjonowaé w warunkach anoksycznych. Mikroorganizmy
te s3 obecne w duzych ilosciach w glebie, stodkiej i stonej wodzie oraz
w instalacjach oczyszczania $ciekéw. Nitryfikatory odgrywaja gtéwna
role w obiegu azotu w przyrodzie. Jednak z ekonomicznego punktu
widzenia, nitryfikacja moze mie¢ zaréwno pozytywne, jak i negatyw-
ne skutki. Nitritatory produkuja gazy cieplarniane [27] i obnizajg pH
$rodowiska, powodujac korozje betonu i skat [26]. Jednak obnizanie
wartosci pH moze by¢ réwniez korzystne dla hodowli niektérych ro-
$lin [2]. Stwierdzono réwniez, ze nitryfikacja moze zapoczatkowywac
usuwanie niektérych szkodliwych zwiazkéw, takich jak chlorowcopo-
chodne weglowodoréw alifatycznych, w reakcjach kometabolicznych
w wodzie lub glebie [1].

Nitryfikatory trudno hodowa¢ w laboratorium. Rosng wolno [22],
maja ograniczong liczbe rozrdznialnych cech fenotypowych [6] i sa
wrazliwe na zmiany temperatury, pH, inhibitory oraz substancje tok-
syczne [13, 17]. Do tej pory udalo sie wyizolowa¢ tylko 25 czystych
szczepdw nitritatorow [9].
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Przed era narzedzi biologii molekularnej Nitrosomonas sp. byt
uwazany za klasyczny przyktad nitryfikatoréw | fazy. Byto wiadomo,
ze dominuje w procesie nitryfikacji w oczyszczalniach sciekéw, dopoki
nie okazato sig, ze ponad 95% bakterii osadu czynnego nie mozna
wyhodowac¢ w laboratorium. Teraz wiadomo réwniez, ze efektywnosc¢
procesu nitryfikacji taczy sie bezposrednio z bioréznorodnoscia nitry-
fikatoréw, dlatego uzycie metod biologii molekularnej jest w takich
badaniach niezbedne [25].

DNA jako nosnik informacji genetycznej

Catos¢ informaciji, niezbedna do funkcjonowania i rozmnazania
sie komorek znajduje sie w DNA — kwasie deoksyrybonukleinowym.
Ta czastka jest dwuniciowym, zwinigtym helikalnie polimerem, zto-
zonym z monomerdéw zwanych nukleotydami. Rdzen nukleotydowy
skiada sie cukru — deoksyrybozy i reszt fosforanowych, potaczonych
wigzaniem estrowym. Kazdy nukleotyd zawiera w swej strukturze jed-
na z czterech zasad azotowych — adening, guanine, cytozyne lub tymi-
ne. Nukleotydy sa w tancuchu DNA ufozone w charakterystycznej dla
danego organizmu kolejnosci jako kod genetyczny. Podwajna ni¢ DNA
jest stworzona dzigki istnieniu wigzari wodorowych pomiedzy parami
zasad azotowych poszczegdlnych nukleotydéw. Wigzanie podwdjne
znajduje sie pomiedzy adening i tyming, potréjne pomiedzy guaning
i cytozyna. Nukleotydy tacza sie zawsze w ten sposéb zgodnie z zasada
komplementarnosci.

DNA moze zosta¢ zdenaturowany pod wptywem odpowiednio
wysokiej temperatury lub stezenia substancji denaturujace;j. llo$¢ ener-
gii potrzebna do rozerwania dwuniciowej czasteczki DNA, to tempe-
ratura topnienia DNA, zalezna od iloéci wigzarn wodorowych w danym
jej fragmencie. DNA ulega reasocjacji w podwojna helise po ustapieniu
dziatania czynnikéw denaturujacych.

Zaréwno zasada komplementarnosci, jak i réznice w temperatu-
rze topnienia DNA, s wykorzystywane w analizach z uzyciem technik
biologii molekularnej. Najczesciej uzywana metoda jest faricuchowa
reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction — PCR). Jest to pod-
stawowe narzedzie biologii molekularnej, na ktérym opiera sig cata
grupa innych metod. Méwiac najprosciej, PCR, to sztuczna replikcja
DNA, przeprowadzona w probéwce z uzyciem polimerazy DNA jako
enzymu katalizujagcego. Zwielokrotnianie ilosci czastek DNA w reakgji
PCR w milionach kopii, nazywa si¢ amplifikacja. Zachodzi ona zgodnie
z zasadg komplementarnosci i dzieki zdolnosci DNA do denaturac;ji
i reasocjacji. Polimeraza DNA ma zdolnos¢ amplifikacji poszczegélnych
fragmentéw DNA zaznaczonych na nici matrycowej tzw. starterami
— krotkimi fragmentami DNA, zlokalizowanymi po obydwu stronach
replikowanego fragmentu DNA. Startery wyznaczaja wigc poczatek
i koniec czesci amplifikowanej genu. Schemat reakcji PCR przedstawia
rysunek 4.
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Rys. 4. Schemat reakcji PCR
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Metody biologii molekularnej uzyteczne w mikrobiologii

Od czaséw Kocha badania mikrobiologiczne prowadzono na czy-
stych szczepach bakteryjnych. Procesy biochemiczne byty wiec fatwe
do obserwacji w probowkach. Aktualnie wiadomo, ze 99% bakterii
zamieszkujacych $rodowiska naturalne nie mozna otrzyma¢ w postaci
czystych kultur, gdyz nie s3 one w stanie przystosowac si¢ do sztucz-
nych warunkéw w laboratorium, niezaleznie od tego, jak bardzo przy-
pominatyby one ich naturalne $rodowisko bytowania [18].

W 1985 r. grupa naukowcéw pod przewodnictwem N.R. Pace
zaczefa rozpatrywac alternatywna droge poznawania biologii bakterii,
bez koniecznosci ich hodowli w warunkach laboratoryjnych, zwracajac
swoja uwage na metody molekularne. Dzigki zastosowaniu tych tech-
nik mozliwa jest identyfikacja bakterii i prowadzonych przez nie pro-
ceséw biochemicznych w mieszaninach mikroorganizmoéw, co utatwia
prowadzenie analiz, cennych dla wspétczesnej biotechnologii.

Metody biologii molekularnej sa szybkie, charakteryzuja sie wysoka
czutoscia, a ich wyniki s3 powtarzalne. Mozna je umownie podzieli¢
na dwie giéwne grupy [7] (rys. 5):

* metody posrednie (oparte na amplifikacji PCR)
* metody bezposrednie (bez wczesniejszej amplifikacii).

Techniki molekularne wykorzystywane w mikrobiologii ‘
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Rys. 5. Podziat technik molekularnych uzytecznych w badaniach
mikrobiologicznych

Jak monitorowa¢ procesy biochemiczne za pomoca metod
biologii molekularnej?

Aby monitorowac przebieg proceséw biochemicznych prowadzo-
nych przez mikroorganizmy na poziomie molekularnym, konieczne jest
znalezienie odpowiedniego narzedzia. Wiedza dotyczaca enzymoéw
i kodujacych je genéw jest wazna, aby zrozumieé, jak mikroorganizmy
radza sobie z reakcjami biochemicznymi i jaka jest efektywnos$¢ tych
procesow. Okazato sig, ze nie jest konieczne poznanie genéw kodu-
jacych enzymy biorace udziat w kazdym rodzaju proceséw bioche-
micznych. W badaniach niektérych przemian biochemicznych mozna
zastosowac uniwersalne markery molekularne. Czastka uniwersalnego
markera molekularnego powinna by¢ [16]:

* obecna w duzych ilosciach w komérkach badanego organizmu

* stosunkowo duza

* stabilna funkcjonalnie

* naleze¢ do genéw podstawowego metabolizmu (tzw. housekeeping
genes, geny odpowiedzialne za podstawowe funkcje metaboliczne)

* posiada¢ w swej strukturze zaréwno fragmenty stafe, jak i zmien-
ne, dzieki czemu mozna bakterie jednoczesnie identyfikowa¢ i ba-
dac zaleznosci filogenetyczne w grupach mikroorganizmaow.

Od lat 80. ub.w., gen kodujacy 16S rRNA zostat uznany za uniwer-
salny marker molekularny bakterii. Czastka |6S rRNA buduje mniejsza
podjednostke rybosomu prokariotycznego — organellum odpowiedzial-
nego za proces translacji (rys. 6). Niektore fragmenty tej czastki sa gru-
powo specyficzne, dzigki czemu mozliwa jest analiza okreslonej grupy
bakterii (np. nitryfikatorow).

Uniwersalny marker molekularny jest uzyteczny w monitoringu
wszystkich bakterii — ich bioréznorodnosci i zmiennosci w czasie,
mozna go réwniez uzy¢ do badania zmiennosci poszczegélnych grup
mikroorganizméw, np. nitryfikatoréw. Jednak dla badania proceséw,
ktére de facto zachodza w osadzie czynnym, konieczne jest uzycie
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Podjednostka wigksza S0S:

235 rRNA (2904 nukleotydy)
55 rRNA (120 nukleotydéw)
34 bialka

Podjednostka mniejsza 30S5:
A

165 rRNA (1542 nukleotydy)
21 biatek

Rys. 6. Budowa rybosomu prokariotycznego 70S; zaznaczono sktad
i miejsce przyczepu peptydéw (P) i aminoacylo-tRNA (A) podczas
translacji w mniejszej podjednostce rybosomu [5]

genow kodujacych enzymy bakteryjne, odpowiedzialne za okreslo-
ne procesy. W przypadku nitryfikatoréw | fazy, takim enzymem jest
wspomniana juz wczesniej monooksygenza amonowa (Amo) — labil-
ne biatko bfonowe [8]. Z punktu widzenia badan nad nitritatorami
najwazniejsza czescia tego enzymu, odpowiedzialnego za utlenianie
amoniaku, jest wykorzystywana w badaniach jego podjednostka .
Fragment ten ma znana sekwencje nukleotydéw. Wazne jest réwniez,
Ze ta cze$¢ genu Amo jest stabilna strukturalnie i wystepuje u kazdego
nitryfikatora | fazy.

Podsumowanie

Badania wspétczesnej biotechnologii pokazuja jasno, ze wiele
dziedzin nauki jest ze sobg powiazanych. Biologia i chemia s3 ze soba
potaczone wyjatkowo $cisle, tworzac chemie zywych organizméw
zwang biochemia. Rozwoj nauki pozwala naukowcom tworzy¢ nowe
narzedzia w badaniach biochemicznych. Biologia molekularna nalezy
do grupy takich narzedzi. Metabolizm mikroorganizméw mozna ta-
two scharakteryzowac jezykiem biochemicznym. Wazne jest jednak,
aby reakcje biochemiczne rozpatrywaé dwustronnie — zaréwno che-
micznie, jak i biologicznie, jesli chce sie uzyska¢ jasny i petny obraz
takich proceséw.

Podziekowania

Artykut ten jest czescia pracy doktorskiej, zatytutowane;j: ,,Anali-
za filogenetyczna nitryfikatoréw w réznych typach instalacji oczysz-
czania $ciekéw”, ktérej promotorem byt Pan Profesor Korneliusz
Miksch (Politechnika Slaska). Autorka dziekuje Promotorowi za po-
$wigcony czas i pomoc w napisaniu tej pracy oraz cenne uwagi me-
rytoryczne.
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Jak ekologicznie prowadzi¢ dom

Walke o srodowisko warto rozpocza¢ juz w swoim domu.
Sprobujemy wprowadzi¢ zmiany w naszych dotychczasowych
domowych nawykach. Oto kilka wskazéwek, ktére pomoga za-
troszczyc¢ si¢ o Srodowisko, zdrowie naszych najblizszych, a na-
wet — o stan rodzinnych finanséw.

Zdrowy i ekologiczny tryb zycia w domu trudno wyobrazi¢
sobie bez segregacji $mieci. Koniecznie wigc wyrzucajmy szkilo,
papier, plastik i odpady pochodzenia naturalnego do osobnych
pojemnikéw. Dzieki temu materiaty te poddane beda recyklin-
gowi, a tym samym — zostang ponownie wykorzystane. 100 t
zebranej makulatury pozwoli przykiadowo na uzyskanie az 90 t
papieru! A wyprodukowanie tylko | t papieru wymaga $ciecia az
17 drzew.

— Trafiajqce do nas $mieci coraz czesciej sq juz posortowane. Cza-
sem jednak to nie wystarczy. Odpady nalezy ponownie przejrzec, gdyz
trzeba wykluczy¢ jakiekolwiek zanieczyszczenia materiatu. Zdarza
sie, Ze osoby segregujgce odpady nie wiedzq, ze butelki PET i opa-
kowania po chemii gospodarczej. Sq petnowartosciowym surowcem
wtérnym. Pamietac jednak nalezy, by z takich butelek zrywac foliowe
etykiety i odkrecac korek. Skoro przeciez angazujemy naszq energie
w segregacje, to warto to robic wilasciwie.

Ekologiczny sposéb prowadzenia domu to takze kontrola zu-
zywanej wody. Niestety, wciaz marnujemy jej zbyt duzo, a przeciez
staje sie towarem deficytowym. Zadbajmy wiec o zlikwidowanie
wszelkich nieszczelnosci, takich jak cieknace baterie i zawory. Za-
krecajmy kran podczas mycia zebow; w ten sposéb w ciggu jednej
minuty zaoszczedzimy ok. 4 | wody! Jesli do uzywania kubeczka
przekonamy jeszcze 3 cztonkéw rodziny, to w ciagu |12 miesiecy
do kanalizacji trafi blisko 40 m* mniej $ciekéw. Zrezygnowanie
z kapieli w wannie na rzecz szybkiego prysznica, to kolejne moze
doprowadzi¢ do kolejnych oszczednosci, rzedu 150 m® w skali
roku. To tylko niektére przyktady rozsadnego gospodarowania
woda, ktére pozytywnie wptyna na srodowisko, ale tez na nasze
domowe finanse.

Dobrym nawykiem niech sie¢ stanie tez wykorzystywanie
w domu jak najwiekszej liczby produktéw przyjaznych s$rodo-
wisku naturalnemu. Ekologiczny sposéb zycia nie sprowadza
sie do wybierania artykutéw spozywczych, produkowanych
w ekologicznych warunkach. Powinnismy zmieni¢ sposéb my-
$lenia i dziata¢ na wielu ptaszczyznach. Jedna z mozliwosci jest
zmiana chemicznych detergentéw do czyszczenia domu. Kazdy
dom mozna prowadzi¢ w zgodzie ze srodowiskiem. Wystarczy
wiedza, dobre checi i konsekwencja w zmienianiu naszych nie-
ekologicznych nawykéw.

(abc)

(www.lakma.com, 18.02.2011)

* 1395

nauka ¢ technika



