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Przeglgd stosowanych metod oznaczania
aktywnosci biologicznej filtrow weglowych

Review of Methods Used to Indication of Biological Carbon
Filters Activity

Water purification based on granulated active carbon filters (GAC) is more and more
popular recently. It’s caused by simplicity, low overall costs and high efficiency of this
method in disposal of the removing organic water contaminations. To achieve full productiv-
ity, granulated active carbon filters must be settled by microorganisms living in water.
Living cells of bacteria use many organic water contaminations as a source of carbon.
Mostly, from the GAC filters are isolated Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium or
Bacillus genera. To establish working carbon filters true activity, defining amount of living
bacteria cells at the granulated carbon volume unit is required. Today’s researchers propose
for that purpose both classical microbiological methods based on the bacteria culture and
sophisticated colorimetric analysis of the enzymatic reactions conducted by microorganisms.
Some of them are method using FDA reduction by esterases to the fluoresceine efficient to
establish amount of living bacterial cells, method with TTC which is reduced to red formasan
Ry bacteria, quantitative indication of ATP in samples or usage of glucose labeled by carbon

C isotope.

Keywords: water treatment, active carbon, biological activity, bacteria, TTC, FDA, fluo-
resceine, ATP

Wstep

Wody powierzchniowe i podziemne moga zawiera¢ zanieczyszczenia mikrobio-
logiczne oraz chemiczne, ktore musza by¢ usuniete i/lub inaktywowane podczas
procesu uzdatniania wody. Jakos¢ wody powinna spetnia¢ odpowiednie warunki
dotyczace jej czystosci w zakresie tych parametrow [1]. Pogarszajaca sie¢ jakos¢
wod powierzchniowych wykorzystywanych do produkcji wody pitnej oraz rosnace
wymagania stawiane wodzie przeznaczonej do spozycia wymuszaja poszukiwanie
bardziej skutecznych metod jej oczyszczania [2]. W ostatnich latach technologia
uzdatniania wody na granulowanym weglu aktywnym (GWA) cieszy si¢ coraz
wigkszym zainteresowaniem. Proces adsorpcji zanieczyszczen na weglu aktywnym
poprzedzaja takie procesy, jak np: wstepne utlenianie, koagulacja czy filtracja na
filtrach piaskowych pospiesznych. Ostatnim etapem uzdatniania wody niezaleznie
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od zrédta ujmowania jest dezynfekcja, pozwalajaca usunaé wszelkie potencjalnie
niebezpieczne dla zdrowia ludzi mikroorganizmy, zapewniajac tym samym bezpie-
czenstwo sanitarne wody [3].

Do najwazniejszych zalet technologii wykorzystujacej wegiel aktywny nalezy
wysoka skuteczno$¢ usuwania z wody zanieczyszczen organicznych, nawet tych
wystepujacych w ilosciach sladowych. Wegiel adsorbuje rowniez metale ciezkie,
np. chrom i kobalt, oraz zwigzki nieorganiczne. Sorpcji ulegaja takze wirusy
odporne na chlorowanie. Inne zalety to: mozliwos¢ stabilizacji biologicznej uzdat-
nionej wody, brak wtornych efektow zanieczyszczenia wody, obnizenie zapotrze-
bowania na $rodki dezynfekcyjne, akceptowalnie niskie koszty stosowania wegla
aktywnego [4, 5].

Filtry weglowe sa jednym z najskuteczniejszych instrumentéw zaawansowane-
go oczyszczania wody z aktualnie stosowanych metod jej uzdatniania. Jednakze
uzyskanie odpowiedniej jakosci wody pod wzgledem czystosci chemicznej i biolo-
gicznej jest ograniczone przez szereg czynnikow. Waznymi czynnikami, majacymi
wplyw na prace obecnie stosowanych filtrow weglowych, sa etapy wstepnego
uzdatniania wody. Proces koagulacji zanieczyszczen przed podaniem wody na ztoze
weglowe prowadzi do znacznego zmniejszenia obcigzenia wegla aktywnego,
co umozliwia jego dluzsza i wydajng eksploatacje. Proces wstepnego ozonowania
zapewnia z kolei wysoka aktywnos¢ biologiczng w ztozach filtrowych wskutek
likwidacji wiekszosci mikroorganizmow obecnych w wodzie, ktére moglyby stano-
wi¢ konkurencje pokarmowa dla mikroflory zasiedlajacej ztoze [4]. Biologiczna
aktywacja granulowanego wegla aktywnego wydtuza czas jego pracy na skutek
cigglego odnawiania powierzchni dostepnej dla procesu adsorpcji i umozliwia
skuteczniejsze usuwanie z wody niebezpiecznych zanieczyszczen. Z drugiej jednak
strony biofilm to zywa struktura zasiedlona przez liczne drobnoustroje, ktore
w czasie nadmiernego wzrostu odrywaja si¢ od zloza i moga przechodzi¢ do
wstepnie uzdatnionej wody i w rezultacie sta¢ si¢ zrodlem trwalego skazenia
mikrobiologicznego systemu uzdatniania wody [6].

Na jakos¢ wody odptywajacej z filtrow weglowych wplywa bezposrednio
rodzaj zastosowanego wegla aktywnego. Granulacja i struktura porowata, wedtug
badan Kijowskiej i innych [7], wptywa na zdolnos¢ biomasy do zasiedlania ztoza,
a wiec i na intensywno$¢ procesow biochemicznych zachodzacych w filtrze.
Analizowany w badaniach wyzej wymienionych autorow wegiel Norit, charaktery-
zujacy si¢ granulacja 0,6+0,8 mm, wykazywal nizszg aktywnos$¢ mikroorganizmow
niz wegiel Chemviron, charakteryzujacy si¢ uziarnieniem 0,8+2,0 mm. Nie bez
znaczenia jest rowniez sklad jakosciowy i ilosciowy mikroorganizméw zasiedlaja-
cych ztoze wegla. Rozne bowiem gatunki bakterii s3 zdolne do wykorzystywania
réznego typu zwigzkow organicznych jako zrédla wegla, co przektada sie na sku-
teczno$¢ degradacji poszczegolnych zwigzkow organicznych [8]. Czesto izolowane
ze zlozy wegla aktywnego stosowanego w procesie uzdatniania wody gatunki
bakterii to Pseudomonas picketti czy Xantomonas maltophila [9].
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1. Procesy biodegradaciji zanieczyszczen
w ziozach filtrdw weglowych

O swoistych wlasciwosciach granulowanych wegli aktywnych wykorzystywa-
nych w procesach uzdatniania wody decyduje ich duza powierzchnia wiasciwa,
siegajgca setek metrow kwadratowych w przeliczeniu na gram, dzieki dobrze roz-
budowanej strukturze wystepujacych w nich porow. Na wytworzenie takiej struktu-
ry ma wplyw wybor surowca do produkcji danego wegla aktywnego oraz sposob
prowadzenia jego aktywacji. Dobre rezultaty w tym zakresie uzyskuje si¢, wytwa-
rzajac wegle aktywne z wegla kamiennego. Produkt taki jest wystarczajaco wydaj-
ny, jesli chodzi o oczyszczanie wody pitnej. Wyrdznia si¢ trzy grupy porow w za-
leznosci od ich rozmiaru: makropory o s$rednicy > 50 nm, mezopory o $rednicy
2+50 nm, mikropory o $rednicy <2 nm [10, 11]. Zasadniczo mikropory stanowia
wigkszos¢ wewnetrznej powierzchni ziaren wegla i sa w stanie zaadsorbowaé
zanieczyszczenia rozmiarow pojedynczych czasteczek chemicznych. Makropory
i mezopory sa za duze, aby w skuteczny sposob adsorbowaé. Petnia role transpor-
towa, dzigki czemu czasteczki doprowadzane sga do obszardéw adsorpcyjnych [12].

Wykorzystanie wegla aktywnego w procesach uzdatniania wody wigze si¢ nie
tylko z procesami adsorpcji. Znaczenie maja tu réwniez procesy biochemiczne,
tj. biodegradacja zachodzaca przy udziale mikroorganizmdéw rozwijajacych si¢ na
powierzchni ziaren wegla. Filtry weglowe po dosé krétkim czasie pracy wykazuja
wzrost aktywnosci biologicznej. Jest to spowodowane ich szybkim zasiedlaniem
przez mikroorganizmy wodne. Zdolno$¢ wegla aktywnego do zatrzymania niesio-
nych wraz z woda mikroorganizmow pozwala wilaczy¢ skumulowang biomase
w zlozony mechanizm wzajemnych oddziatywan miedzy faza stalg (wegiel aktyw-
ny, komorki bakterii) a zanieczyszczeniami znajdujagcymi sie w wodzie [13, 14].
Zaadsorbowane na weglu substancje organiczne sg doskonalym miejscem do roz-
woju roznorodnej gatunkowo mikroflory. Mikroorganizmy znajdujace sie w doply-
wajacej na filtry wodzie, takie jak bakterie autotroficzne i heterotroficzne, grzyby,
a takze wiciowce i orzeski, po krotkim czasie kolonizuja granulki wegla aktywne-
go, tworzac na ich powierzchni warstwe biofilmu. Po wytworzeniu tej struktury
mowi si¢ juz o biologicznie aktywnych filtrach weglowych (BAFw) [10, 15]. Czas
potrzebny na osiagniecie pelnej aktywnosci biologicznej ztoza weglowego zalezy
od odpowiednich warunkéw tlenowych, temperatury oraz wymaganego stgzenia
substancji biogennych. W badaniach przeprowadzonych przez Wolborska i innych
[12] czas ten wynosit cztery miesigce, kluczowe znaczenie miata tu jednak tempe-
ratura wody, poniewaz poczatek badan przypadat na polowe listopada. Na podsta-
wie badan Falkus i innych [16] stwierdzono, ze najszybszy przyrost liczby mikro-
organizmdw zasiedlajacych filtry weglowe wystepuje w okresie od marca do maja,
co najprawdopodobniej zwiazane jest z naglym wzrostem temperatury wody od
5 do ok. 20°C. Po tym okresie liczba bakterii stopniowo spada, az do osiaggniecia
pewnego statego poziomu, ktory utrzymuje sie do pazdziernika.

Biofilm jest zbiorowiskiem mikroorganizmow zasiedlajacych wytwarzang przez
nie matryce polimerowa. Porasta roznego typu powierzchnie zanurzone w wodzie
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lub tez majgce z nig czesty kontakt. Matryce te tworza wielocukry i liczne bialka,
ktére nadaja tej strukturze wytrzymatosc i spojnosc. W jego strukturze wykazano
réwniez obecnos$¢ kwaséw nukleinowych, najprawdopodobniej jako pozostatosé po
obumarlych i ulegajacych lizie komorkach bakteryjnych [17]. Proces formowania
biofilmu na biotycznych czy abiotycznych powierzchniach rozpoczyna si¢ od
adhezji pojedynczych komorek bakterii do zasiedlanej powierzchni. Tylko nielicz-
ne mikroorganizmy majg zdolnos¢ do aktywnego przyczepiania si¢ do podtoza i to
one stanowia pierwsza grupe dokonujgca kolonizacji. Wytwarzaja tez pierwsze
warstwy biopolimerow, co umozliwia innym mikroorganizmom adhezje. W dalszym
etapie kolejne mikroorganizmy przytaczaja si¢ do matrycy polimerowej lub do
wczesniejszych . kolonistow”. Matryca polimerowa peini funkcje strukturalng
i budujac szkielet biofilmu, chroni mikroorganizmy znajdujace si¢ w jej glebszych
warstwach przed dziatlaniem czynnikow zewnetrznych (antybiotykow, srodkow
dezynfekcyjnych). Utatwia takze komunikacje pomigdzy mikroorganizmami dzieki
kanatom wodnym, usprawniajgcym przenikanie substancji odzywczych oraz cza-
steczek sygnatowych, stuzacych bakteriom do komunikacji i modyfikacji procesow
metabolicznych. Ze wzgledu na te wlasciwosci biofilm cechuje duza stabilnosé
i trwatos¢. W procesach technologicznych oczyszczania wody nalezy kontrolowaé
parametry zwigzane np. z szybkoscia degradacji zwigzkéw organicznych i ich
sorpcji na powierzchni wegla aktywnego. Z tego powodu konieczne jest opraco-
wanie procedur kontrolujacych proces tworzenia si¢ biofilmu lub hamowania jego
rozwoju, a takze opracowanie skutecznych metod jego usuwania z weglowego
ztoza filtracyjnego [18, 19].

Réwnie wazne dla prawidlowej pracy filtrow weglowych jest to, by nie dopus-
ci¢ do zanieczyszczenia zloza weglowego zawiesing obecna w wodzie oraz sub-
stancjami mineralnymi. W takim przypadku dochodzi do zatykania poréw w gra-
nulkach wegla aktywnego, co zmniejsza jego powierzchnie wilasciwa. Moze to
mie¢ miejsce np. w wyniku niewystarczajagcego oczyszczenia wody w procesach
odzelaziania c¢zy usuwania manganu oraz w sytuacji, gdy woda doprowadzana
do filtrow weglowych zawiera znaczne ilosci pozostalego w wodzie koagulantu.
W przypadku zanieczyszczenia ztoza zawiesinami konieczne jest czeste plukanie
powietrzem i czystg woda, co powoduje jednak Scieranie si¢ zewngtrznych warstw
wegla i w konsekwencji ubytek jego masy [4].

Pomiedzy procesami sorpcji i biodegradacji zanieczyszczen organicznych
obecnych w uzdatnianej wodzie w zaleznosci od dlugosci pracy filtra moze dojs¢
do ustalenia rownowagi. Niekiedy jeden z nich moze przewazaé, w zaleznosci od
aktualnych warunkéw fizykochemicznych, w tym np. temperatury wody, ktéra
wplywa na szybko$¢ rozwoju mikroorganizmdéw. Sorpcja dominuje w pierwszej
fazie procesu, czyli wpracowania ztoza, dopiero po zaadsorbowaniu odpowiedniej
ilosci zanieczyszczen rozpoczyna si¢ drugi proces, w ktérym biorg udziat bakterie
wykorzystujace zwiazki organiczne z wody jako pokarm [15, 16]. Intensywnos¢
procesow zachodzacych w filtrze oraz wzajemne relacje migdzy procesami sorpcji
i biodegradacji mozna oceni¢ w oparciu o test EMS - test Eberhardta, Madsena
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i Sontheimera. Test polega na ocenie ubytku ChZT do ubytku tlenu rozpuszczone-
go w wodzie odptywajacej ze ztoza [8].

Celem pracy jest charakterystyka wybranych metod stosowanych do oznaczania
aktywnosci biochemicznej mikroorganizméw zasiedlajacych filtry weglowe oraz
analiza ich przydatnosci do badan aktywnosci biologicznej filtréw weglowych.
Przyblizone zostaly zarowno zalety, jak i wady opisanych metod badawczych.
Dzigki temu mozna okresli¢ ich przydatnos¢ do badania wydajnosci procesow
biologicznego oczyszczania wody w filtrach z weglem aktywnym pracujacych
w stacjach uzdatniania.

2. Metody oznaczania aktywnosci bakterii
w procesach biologicznych

2.1. Oznaczanie liczby bakterii metodg hodowlang

Najprostsza klasyczna metodg mikrobiologiczng okreslania liczby drobnoustro-
jow w danej probee jest metoda hodowlana. Stosowana jest ona od dawna do okres-
lania np. zanieczyszczenia mikrobiologicznego wody czy zywnosci. Oznaczanie
liczby bakterii zasiedlajacych filtry weglowe rozpoczyna si¢ od ekstrakcji biomasy.
W tym celu stosuje si¢ m.in. takie metody, jak: homogenizacja z buforem fosfora-
nowym, homogenizacja z buforem Tris, homogenizacja wg Capeya, wytrzasanie
z pirofosforanem sodu czy traktowanie ultradzwiekami. Badania przeprowadzone
przez Lebkowska i innych [9] wykazaly, ze homogenizacja probek jest o 25%
skuteczniejsza metodg wyplukiwania mikroorganizméw z wegla aktywnego niz
ich wytrzasanie. Najlepszym roztworem wykorzystywanym w tym celu jest bufor
fosforanowy. Liczebnos$¢ bakterii zawieszanych w buforze fosforanowym byta
0 60% wieksza niz przy zastosowaniu bufora Tris i 0 40% wyzsza niz ekstrakcja
biomasy z zastosowaniem wody. Po otrzymaniu zawiesiny mikroorganizméw wy-
konuje si¢ seri¢ rozcienczen pobranej probki w postepie dziesigtnym. Najczesciej
do tego celu uzywany jest roztwor soli fizjologicznej, ktory jest neutralny wobec
drobnoustrojow i nie wywiera na nie cisnienia osmotycznego, co mogloby nega-
tywnie wplyna¢ na wzrost zywych komorek w pozniejszych etapach badania [20].
Przygotowane rozcienczenia nastepnie wysiewa si¢ w ilosci 0,1 ml na podloza
mikrobiologiczne zestalone agarem. Po inkubacji w okreslonych warunkach
zliczane sa kolonie bakteryjne wyroste na ptytkach. Czas inkubacji wynosi od 24
do 72 godzin. Najbardziej miarodajne sg wyniki uzyskane przy najwickszych
rozcienczeniach ze wzgledu na to, ze nierzadko dochodzi do taczenia si¢ bakterii
w wigksze agregaty lub tez w roztworze ulegaja zawieszaniu fragmenty biofilmu.
Powoduje to, ze wyrosta kolonia pochodzi nie od jednej, a od wigkszej liczby
komorek bakteryjnych tego samego gatunku. Liczba wyrostych kolonii odzwier-
ciedla ilo$¢ tzw. jednostek tworzacych kolonie (JTK), colony forming units (CFU).
W praktyce wystepuja liczne modyfikacje tej metody. Mozna zatem nie tylko wy-
siewaé zawiesiny bakterii na zestalone podloze agarowe, ale rowniez dodawac je
bezposrednio przed jego zestaleniem. Przy stosunkowo malej liczbie komorek



418 A. Lis, L. Pasofi, L. Stepniak

w probce najbardziej przydatna jest metoda wykorzystujaca filtry membranowe,
ktére po przesaczeniu probki sg nastepnie umieszczane na pozywce bakteriolo-
gicznej [20, 21]. Ze wzgledu na sklad jako$ciowy bakterii zasiedlajacych filtry
weglowe stosuje si¢ temperature inkubacji wynoszacg 20+25°C, co wiaze si¢ ze
stosunkowo dhugim czasem hodowli, ktory wynosi zwykle 72 godziny. Wyniki
uzyskane w przypadku tej metody sg w mniejszym lub wiekszym stopniu zanizone
w stosunku do rzeczywistej liczby bakterii w probce. Wazny jest tez dobdr odpo-
wiedniego podtoza hodowlanego. Jak pokazuja badania m.in. Lebkowskiej i innych
[9], stosunkowo najlepsze rezultaty w postaci ilosci wyrostych kolonii bakteryj-
nych uzyskuje si¢ w przypadku zastosowania pozywki agarowej MPA, czyli ogdl-
nie stosowanego agaru odzywczego (nutrient agar) [10, 21].

2.2. Okreslanie aktywnosci dehydrogenazy za pomocg TTC

Dehydrogenazy nalezg do enzymow wystepujacych we wszystkich komorkach
zywych. Sa one obecne miedzy innymi w szlakach oddechowych, w tym takze
w cyklu kwasu cytrynowego pod postacia np. dehydrogenazy bursztynianowej [19].
Podczas badan nad aktywnoscia oddechowa mikroorganizméw wykorzystuje sie
najczesciej sole tetrazolinowe, ktdre petnig role akceptordéw elektronow w proce-
sach oksydo-redukcyjnych prowadzonych przez dehydrogenazy. Jednym z takich
barwnikow jest chlorek 2,3,5-trifenylotetrazolinowy. Jest on redukowany w trakcie
utleniania gléwnego substratu przez enzym do nierozpuszczalnego w wodzie
i zabarwionego na czerwono trifenyloformazanu. TTC peini w tym przypadku role
akceptora protonow i elektronow. Barwnik ten nastepnie mozna oznacza¢ metoda
kolorymetryczng. Odczytu wynikow dokonuje si¢ na podstawie sporzadzonej
wczesniej krzywej wzorcowej.

Metoda ta jest powszechnie stosowana do oznaczania aktywnosci mikroorgani-
zmoéw glebowych. Jest tez skuteczna przy oznaczaniu aktywnosci dehydrogenaz
w osadzie czynnym, co wykorzystuje si¢ w oczyszczalniach sciekow. W przypadku
wegli aktywnych wystepuja pewne problemy. Filtry weglowe zasiedlone sg glow-
nie przez mikroorganizmy wodne z grupy psychrofili, ktére w duzej czesci naleza
do tzw. niefermentujgcych paleczek Gram-ujemnych [9, 10]. Rosna wolniej niz
bakterie jelitowe stanowigce gltéwna mikroflore osaddéw $ciekowych, jak rowniez
czesciej brak im zdolnosci do wykorzystania réznego typu substratow pokarmo-
wych, w tym licznych cukréw, co moze przektada¢ si¢ na zdolnos¢ do pobierania
ze $rodowiska TTC. Badania przeprowadzone przez Reczek [22] potwierdzaja
niska czulos¢ testu TTC w oznaczaniu aktywnosci dehydrogenazowej bakterii za-
siedlajacych filtry weglowe. Zmiane zabarwienia roztworu, czyli reakcje enzyma-
tycznego rozktadu TTC do formazanu, zaobserwowano dopiero, gdy liczba bakterii
wyrostych na podlozu MPA wynosila 4:10° w jednym ml zawiesiny (ekstrakcja
z buforem fosforanowym).

Na podstawie obserwacji autoréw niniejszej pracy takze wykazano wielokrot-
nie, ze wsrod bakterii wystepujacych na filtrach weglowych obecne sg zaréwno
takie, ktore redukuja TTC do trifenyloformazanu w czasie inkubacji po wysianiu
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na podtoze agarowe, redukujace go z opdznieniem, jak i takie, ktdre nie sg zdolne
do jego redukcji. Na rysunku 1 przedstawiono plytke z podtozem agarowym (agar
odzywcezy firmy BTL z dodatkiem roztworu TTC o stezeniu 0,01%) po okresie
inkubacji wynoszacym 72 godziny w temperaturze 22°C. Mikroorganizmy wczes-
niej zawieszono w roztworze soli fizjologicznej poprzez wytrzasanie probki wegli
aktywnych pochodzacych z wybranej stacji uzdatniania wody. Czes¢ kolonii jest
prawie calkowicie wybarwiona przez trifenyloformazan. Niektore z nich po tym
czasie dopiero zaczynaja wybarwia¢ si¢ od srodkowej czesci kolonii. W ich przy-
padku proces pobierania i redukcji TTC przebiega dluzej. Czgs¢ natomiast nie wy-
barwia si¢ wcale, co $wiadczy¢ moze o braku zdolnosci pobierania TTC z podtoza,
co zwigzane jest z polarnoscig tego zwigzku, ktory nie jest w stanie przenikaé
przez blony komodrkowe na zasadzie prostej dyfuzji. Docelowe za$ enzymy,
czyli dehydrogenazy, umiejscowione sa w blonie komodrkowej bakterii od jej
wewnetrznej strony [20]. Konieczne jest zatem pobieranie TTC w sposob aktywny
przez mikroorganizmy, by mogt on wzia¢ udzial w reakcjach katalizowanych
przez dehydrogenazy [21].

Rys. 1. Kolonie bakterii z badanego wegla aktywnego po zastosowaniu metody z TTC
(72 godziny inkubacji, rozcieiiczenie 10°) [materialy wlasne]

Fig. 1. Bacteria colony from tested activated carbon after TTC method application (72 hours
incubation, dilution 10~°) [authors’ source|

2.3. Oznaczanie ilosci ATP

Adenozynotrifosforan (ATP) jest zwigzkiem wystepujacym we wszystkich
komodrkach zywych, zaréwno prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Bierze
on udziat w licznych procesach biochemicznych, a jego podstawowa funkcja jest
magazynowanie energii w postaci wigzan fosfodiestrowych [20]. [lo§¢ ATP w ko-
morkach bakteryjnych zalezna jest od gatunku drobnoustroju czy tez jego aktyw-
nosci metabolicznej. W przyblizeniu jego stezenie w cytoplazmie wynosi 107 M.
Poza komérkami zywymi zwigzek ten wystepuje w sladowych ilosciach, poniewaz
w momencie $mierci komorki jest on rozkladany przez fosfatazy i ATP-aze. Z tego
wzgledu ATP jest dobrym markerem do oznaczania ilosci zywych komorek drobno-
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ustrojow. Wykorzystuje si¢ t¢ metode powszechnie w przemysle spozywczym
czy farmaceutycznym. Jest ona réwniez przydatna do oceny skutecznosci dezyn-
fekcji powierzchni i przedmiotow [23].

W trakcie oznaczania liczby bakterii z uzyciem ATP wykorzystuje sie zjawisko
bioluminescencji. Do przygotowanej zawiesiny bakteryjnej dodaje si¢ enzymy
lucyferaze oraz lucyferyng. Reakcja enzymatyczna jest napedzana przez hydrolize
wigzan fosfodiestrowych w ATP. Im wicksza jest zawartos¢ tego zwiazku w prob-
ce, tym silniejsza jest intensywnos$¢ luminescencji. Konieczne jest sporzadzenie
krzywej wzorcowej odzwierciedlajacej ilosciowg zaleznos¢ miedzy stezeniem ATP
a aktywnoscia lucyferazy. Pomiarow absorbancji dokonuje sie przy dtugosci fali
600 nm. Minusem tej metody jest fakt, Zze oznacza si¢ calg pule ATP wystepujaca
w probee, obecna zaréwno w komoérkach bakterii, jak i w komorkach pierwotnia-
kéw i grzybdw [24]. Obecnie dostepne sg gotowe zestawy do oznaczania iloscio-
wego mikroorganizmow za pomoca pomiaru zawartosci ATP w probee. Jednym
z nich jest system HY-LiTE firmy Merc. Odczytu dokonuje si¢ w lumenometrze,
a wynik podawany jest we wzglednych jednostkach $wietlnych (RLU - relative
light units). Zaleta tej metody jest stosunkowo krotki czas wykonania badania oraz
jej uniwersalnos¢, jesli chodzi o drobnoustroje. Na podstawie wynikow uzyska-
nych przez Nuzbacka i innych [24] nalezy stwierdzié, ze metoda ta pozwala sku-
tecznie oceni¢ ogolng liczebnos¢ zywych komorek bakteryjnych w probee. Ilos¢
ATP koreluje z ilo$cig mikroorganizmow, dotyczy to zwlaszcza fazy logarytmicz-
nej ich wzrostu i w tym przypadku uzyskuje si¢ najdokladniejsze wyniki. Nieco
wieksze wahania danych uzyskali oni w przypadku stacjonarnej fazy wzrostu.
Na aktywnos¢ metaboliczng bakterii, a co za tym idzie, ilosci wytwarzanego przez
nie ATP, ma wplyw ilos¢ sktadnikéw pokarmowych w danym Srodowisku. Z tego
powodu wyniki uzyskane przy tej samej liczbie mikroorganizméw, lecz roznej
zasobnosci w substancje odzywcze wykorzystywane przez nie jako zrédlo pokar-
mu mogg sie nieco rézni¢. To wplywa na pewna niedoktadnos¢ opisywanej metody
w aspekcie odzwierciedlenia realnej liczby drobnoustrojéw w badanej prdbcee.
Mozna ja jednak z powodzeniem wykorzystywac do okreslania ogolnej aktywnosci
metabolicznej mikroorganizmow [25].

2.4. Oznaczanie aktywnosci esteraz

Enzymy z grupy esteraz wystepuja we wszystkich komodrkach zywych. Moga
one dostarczy¢ informacji na temat ich stanu metabolicznego. Zwigzkiem wyko-
rzystywanym najczesciej do oznaczania aktywnosci tych enzymow jest dioctan
fluoresceiny (FDA). Zwiazek ten nie wykazuje fluorescencji, lecz wskutek dziata-
nia esteraz wewnatrzkomodrkowych zostaje przeksztatlcony do fluoresceiny. Ze
wzgledu na swoj niepolarny charakter bez trudnosci przenika przez dwuwarstwe
lipidow btony komorkowej i dociera do miejsc w komorce, gdzie umiejscowione s
esterazy. Fluoresceina zas powstajaca z wyzej wymienionego estru jest zwiazkiem
polarnym i nie moze wydosta¢ si¢ z zywych komorek na zasadzie prostej dyfuzji.
W zwigzku z tym pozostaje w ich wnetrzu, co wykorzystuje si¢ do oznaczania ilosci
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zywych komorek w danej probce. Martwe komodrki natomiast szybko pozbywaja
si¢ fluoresceiny i w obrazie mikroskopowym sg praktycznie bezbarwne. Czesto
réwniez wykonuje si¢ w trakcie badan dodatkowe barwienie martwych komorek
za pomoca np. jodku propidyny (PI), co ulatwia rozréznienie komorek zywych
i martwych. Z tego powodu niepolarne pochodne fluoresceiny z powodzeniem
mozna wykorzystywa¢ do wybarwiania i oznaczania liczebnosci zywych komorek
bakteryjnych [26]. Badania przeprowadzone przez Reczek dotyczace oceny przy-
datnosci testow TTC i FDA do oceny pracy BAFw ukazuja wyzszos¢ testu aktyw-
nosci hydrolitycznej mikroorganizmow zasiedlajacych filtry weglowe nad testem
aktywnosci dehydrogenazowej. Test FDA jest szybki, tani i prosty, a ponadto trwa
krocej i jest bardziej efektywny, poniewaz pozwala na oznaczenie aktywnosci
hydrolitycznej nawet dla niewielkiej ilosci biomasy [22]. Podobnie badania Kijow-
skiej i innych [8] dowodza przydatnosci tego testu w rutynowych badaniach
kontroli procesu biodegradacji materii organicznej w BAFw.

Obecnie w praktyce wykorzystuje sie nie tylko FDA, ale tez jego pochodne.
Przyktadowo sa to dioctan karboksyfluoresceiny (CFDA), estry CFDA czy tez
komercyjne zestawy, takie jak ChemChrome B i ChemChrome V6. Dioctan fluore-
sceiny wykazuje stosunkowo stabg retencje wewnatrz komorek zywych w porow-
naniu do pozostalych wyzej wymienionych pochodnych fluoresceiny i lepszym
rozwigzaniem jest uzycie np. CFDA. W przypadku FDA nastepuje tez stopniowy
wyciek z komoérek wytworzonej przez esterazy fluoresceiny, co nalezy uwzglednié¢
podczas fluorescencyjnego oznaczania ogolnej liczby wybarwionych mikroorgani-
zméw. W tym przypadku wyniki uzyskane przy zastosowaniu FDA moga by¢
nieco nizsze w poréwnaniu do oznaczenia wykonanego z uzyciem CFDA. Bardzo
duza zaleta opisywanej metody jest mozliwos¢ szybkiego uzyskania wynikow
(przy zastosowaniu np. cytometru przeplywowego juz po kilkunastu minutach
od wybarwienia probki). Jepras i inni wykazali rowniez duzg korelacje wynikow
uzyskanych z zastosowaniem pochodnych fluoresceiny do oznaczania zywych
komorek bakteryjnych i standardowej metody hodowlanej, gdzie okresla si¢ CFU
(colony forming units) [27].

Najwieksza skutecznoscia, wedtug badan wykonanych przez Diapter i Edwards
[26], jesli chodzi o oznaczanie aktywnosci esteraz komorkowych, charakteryzuja
sie komercyjne zestawy barwigce. Przykladem moze tutaj by¢ produkt o nazwie
ChemChrome B lub ChemChrome V6. Ich sktad jest tajemnica producenta, jednak
dzieki dodatkowym sktadnikom tego zestawu barwigcego ograniczono w nich nie-
kontrolowany wyplyw barwnika oraz problemy z wybarwianiem niektorych drob-
noustrojow dzieki zastosowaniu np. odpowiednio dobranych buforéw. Przy jego
uzyciu udalo sie trwale wybarwi¢ najwieksza liczbe gatunkéw mikroorganizmow
[26]. Po wybarwieniu komérek przy uzyciu jednego z wyzej wymienionych
barwnikow fluorescencyjnych do oceny ilosciowej mikroorganizméw w badanej
probce wykorzystuje si¢ np. cytometr przeplywowy. Dzigki temu szybkos¢ uzys-
kiwanych wynikéw jest najwigksza, co znaczgco ogranicza czas potrzebny na wy-
konanie badania. Mozna rowniez dokonaé analizy ilosciowej mikroorganizmow
w mikroskopie fluorescencyjnym przy uzyciu komoér shuzacych do zliczania
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komorek w jednostce objetosci pltynu. Uzyskane w ten sposob wyniki przedstawia-
ja wiarygodnie liczebnos¢ zywych i aktywnych metabolicznie mikroorganizméow
w badanej probce. Warunkiem koniecznym do wykorzystania tej metody w przy-
padku wegli aktywnych jest zawieszenie bakterii w rozworze poddanym analizie.
Dzigki temu uzyskane wyniki odzwierciedlajg rzeczywistg aktywnos¢ drobnoustro-
jow. Pewne utrudnienia podczas stosowania pochodnych estrowych barwnikéw
fluorogennych moga wystapi¢ w przypadku niektorych bakterii, np. z rodziny
Pseudomonas, u ktoérych dochodzi do wigkszego niz u innych mikroorganizméow
wycieku barwnika przeksztalconego przez esterazy. Problemy tego typu zostaly
wyeliminowane w przypadku komercyjnych zestawow barwiacych [28].

2.5. Wykorzystanie glukozy znakowanej izotopem wegla '“C

Do okreslania liczebnosci mikroorganizméw wystepujacych na powierzchni
filtréw weglowych i ich aktywnosci wykorzystywano rowniez metode oznaczania
produktéw rozktadu glukozy znakowanej radioaktywnym izotopem wegla '‘C.
Analizg skutecznosci tej metody prowadzili migdzy innymi Servais i inni [29, 30]
z uzyciem opracowanej przez siebie autorskiej metody badan. Wykorzystali oni
w charakterze znacznika wyzej wymieniony izotop wegla wbudowany w strukture
czasteczki glukozy. Z zalozenia mikroorganizmy zasiedlajace badane srodowisko
po wykorzystaniu tego cukru wydzielaja dwutlenek wegla, w ktérym znajduja si¢
atomy wegla ''C i na tej podstawie mozna wyznaczy¢ ogolna ich aktywnosé.
Glukoze taka dodaje si¢ w okreslonej ilosci do probki pobranego z filtra wegla
aktywnego wraz z niewielka iloscig wody. Po inkubacji w temperaturze 20°C przez
3 godziny dodawany jest kwas siarkowy w celu ekstrakcji wytworzonego w tym
czasie z glukozy dwutlenku wegla. Calos¢ procesu prowadzi si¢ w pojemniku
zamknigtym gumowa przegroda, ktéra uniemozliwia ucieczke analizowanego
gazu. W trakcie ekstrakcji dwutlenku wegla jest on wychwytywany za pomoca
komercyjnych zestawdw, takich jak Carbo-Sorb. Ostatnim etapem oznaczania jest
analiza radioaktywnosci zwigzanego dwutlenku wegla. Im jest ona wyzsza, tym
wyzsza jest aktywno$¢ mikroorganizmow zasiedlajacych filtr weglowy. Wyniki
podawane sg w nanomolach wykorzystanej glukozy na godzing. Proces kolonizacji
i dojrzewania biofilmu na powierzchni wegli aktywnych jest stosunkowo dlugi
i moze trwaé¢ okolo 3 miesiecy. W tym czasie nastgpuja zmiany aktywnosci
metabolicznej mikroorganizmow na tych filtrach, co przeklada sie na pewien roz-
rzut uzyskiwanych wynikéw. Dopiero po zakonczonym etapie formowania si¢ bio-
filmu czy tzw. wpracowaniu ztoza weglowego ustala sie pewien poziom aktywno-
Sci bakterii zasiedlajacych jego strukture. Wiasnie od tego momentu wyniki
uzyskiwane dzieki zastosowaniu tej metody sa w wysokim stopniu powtarzalne.

Najwiekszym ograniczeniem tej metody jest fakt, ze liczne mikroorganizmy nie
sa zdolne do wykorzystania tego cukru jako substratu pokarmowego. Wsrdd nich
jest wiele gatunkdéw bakterii izolowanych réwniez z filtrow weglowych, w tym np.
niektore gatunki nalezace do rodzaju Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes
czy Achromobacter. Fakt ten powoduje czesto znaczne zanizenie wynikow analizy



Przeglad stosowanych metod oznaczania aktywnosci biologicznej filtrow weglowych 423

aktywnosci bakterii za pomoca glukozy znakowanej za pomoca izotopu wegla "*C
w stosunku do stanu rzeczywistego. Nalezy to uwzgledni¢ w przypadku zastoso-
wania tej metody, jezeli w probce obecne sa wyzej wymienione bakterie [31].

Podsumowanie

Okres$lanie aktywnosci mikroorganizméw zasiedlajacych filtry z wegli aktyw-
nych jest jednym z podstawowych badan, ktore pozwala oceni¢ skutecznos¢ proce-
su uzdatniania wody. Kazda z opisanych powyzej metod ma swoje wady i zalety.
Standardowo stosuje si¢ ciggle jeszcze metode hodowlana, gdzie wyznacza si¢
liczbe zywych i zdolnych do wzrostu bakterii. Pozwala ona oceni¢ liczbe mikro-
organizmdéw w probee i w kolejnych etapach ich sklad gatunkowy, co jest jej nie-
watpliwg zaleta. Wymaga ona jednak czasu potrzebnego na wzrost kolonii bakterii
na podlozu agarowym oraz wydajnego procesu ich zawieszania w roztworze i spo-
rzadzenia z niego serii rozcieniczen. Obecnie coraz czesciej zastepowana jest ona
przez metody wykorzystujace aktywnos¢ wybranych enzymdw bakteryjnych. Sa
one o wiele mniej pracochtonne i czasochlonne. Najbardziej uniwersalng metoda
wydaje si¢ oznaczanie aktywnos$ci esteraz komoérkowych z wykorzystaniem
pochodnych estrowych fluoresceiny. Barwniki te bez problemu przenikaja do
zywych komorek przez blony lipidowe, a samo oznaczenie trwa bardzo krétko.
Dzigki tej metodzie mozna tatwo odrozni¢ komoérki martwe od zywych, jezeli
uzyje si¢ dodatkowego barwnika w postaci jodku propidyny. Najbardziej wydajne
sa w tym przypadku komercyjne zestawy do barwienia mikroorganizmdéw. Stosun-
kowo prosta i szybka metoda jest tez oznaczanie ilosci ATP w badanej probee, co
pozwala oceni¢ 0ogolng aktywnos¢é metaboliczng drobnoustrojéow. Oznacza si¢ w jej
przypadku cata pule obecnego ATP, w tym w organizmach pierwotniakow i grzy-
béw, a nie tylko bakterii. Wyniki uzyskuje si¢ jednak bardzo szybko. Dodatkowa
jej zaleta jest fakt, ze zwiazek ten jest obecny we wszystkich zywych komoérkach,
niezaleznie od przynaleznosci gatunkowej. Jezeli chodzi o metode kolorymetrycz-
ng z TTC do oznaczania aktywnosci dehydrogenaz komoérkowych, roéwniez
w przypadku bakterii zasiedlajacych filtry weglowe istnieja pewne problemy.
Przede wszystkim nie kazdy gatunek bakterii jest w stanie pobra¢ ze srodowiska
TTC i wykorzysta¢ go jako kosubstrat w reakcji enzymatycznej prowadzonej przed
dehydrogenazy. Czesto tez pobieraja go i redukujg do barwnego trifenyloformazanu
z opoznieniem. W przypadku wykorzystania glukozy znakowanej radioizotopami
gldownym problemem jest fakt, ze nie wszystkie bakterie rozkladaja ten cukier,
co wplywa na uzyskiwane wyniki i sg one zanizone w stosunku do stanu rzeczywi-
stego. Z tego powodu metoda ta moze nie dawa¢ wystarczajaco doktadnych wyni-
kéw w przypadku mikroflory zasiedlajacej filtry weglowe.
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Streszczenie

W ostatnich latach wykorzystywana w procesie uzdatniania wody technologia filtracji
oparta na granulowanych weglach aktywnych (GWA) cieszy si¢ coraz wi¢ksza popularnoscia.
Jest to spowodowane jej prostota, stosunkowo niskimi kosztami eksploatacji i wydajnoS$cia
W usuwaniu zanieczyszczen organicznych rozpuszczonych w wodzie. By uzyskaé¢ pelng wy-
dajnosé, zloze weglowe musi zostaé zasiedlone przez mikroorganizmy wodne, ktore wykorzy-
stuja zanieczyszczenia organiczne jako Zrodlo wegla. NajczeSciej ze zlozy weglowych izolo-
wane s3 bakterie z rodzaju Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium czy Bacillus. W celu
oceny realnej aktywnosci pracujacego zloza nalezy okresli¢ ilo§¢ zywych komorek bakteryj-
nych przypadajacych na jednostke obje¢tosci granulatu weglowego. W zwiazku z tym propo-
nuje si¢ wykorzystanie nie tylko tradycyjnych metod hodowlanych, ale réwniez nowoczes-
nych, bazujacych na np. kolorymetrycznym oznaczaniu produktow reakcji enzymatycznych
prowadzonych przez bakterie. Mozna tutaj wymieni¢ metode¢ wykorzystujaca dioctan fluore-
sceiny redukowany przez esterazy do fluoresceiny, stuzacy do barwienia zywych komorek
mikroorganizméw, metod¢ wykorzystujaca zdolnos$é bakterii do redukeji TTC do czerwono
zabarwionego formazanu, oznaczanie iloSciowe ATP w prébce czy tez wykorzystanie glukozy
znakowanej izotopem wegla '*C.

Stowa kluczowe: uzdatnianie wody, wegle aktywne, aktywno$¢ biologiczna, bakterie, TTC,
FDA, fluoresceina, ATP
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