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Techniki tradycyjne hodowlane

o

Phoenix System
(BD Biosciences, USA),

biochemiczna identyfikacja
i ocena antybiotykooporno$ci
szczepow bakteryjnych
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Techniki biologii molekularnej
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Techniki tradycyjne
(obserwacje w mikroskopie jasnego pola i techniki hodowlane)
pozwolity na opracowanie modelowego zespotu mikroorganizmow.

Jednak ten opis okazat sie nieadekwatny do dynamiki metabolizmu
zespotu mikroorganizméw wystepujgcych oczyszczalniach
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Barwienie metodg Grama — r6znice w budowie $ciany komérkowej
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bakterie odbarwiajace sig¢ na kolor czerwony, okreslamy jako Gram-ujemne lub (Gram -),
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Barwienie metodq Grama
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Barwienie metodg Neissera — wykrywanie materiatéw zapasowych (polifosforanéw)
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grupa organizmow procent poznanych gatunkéw
bakterie <0,5%
grzyby 4,8 %
glony 10%
rosliny 84 %
owady 12%
kregowce 90 %
srodowisko procent gatunkéw bakterii
identyfikowalnych metod g hodowlan g
wody morskie 0,001-0,1%
Zr6ako: wody stodkie 0,25 %
Editor of Nature
Microbial Reviews, osad czynny 1-15%
lipiec 2010. gleba 0,3%

INNOWACYINA UNIA EUROPEISKA
GOSPODARKA ROTOR NG -
i NARD2ONA ST GA S

Seminarium naukowo-techniczne
P y tywnych zrodet w egla w oczyszczalniach  $ciekow”
Gdanisk, 20-22 marca 2013 .

Znajomos¢ ekologii zespotu mikroorganizméw jest konieczna
do wyjasnienia czynnikéw wptywajgcych na efektywnos¢ i stabilnosé
biocenozy biologicznej oczyszczalni $ciekéw
oraz do rozwoju strategii umozliwiajgcych
wiasciwe wykorzystanie proceséw technologicznych.
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Woprowadzenie w latach 90-tych technik molekularnych
umozliwito okreslenie sktadu oraz dynamiki metabolicznej
zespotu mikroorganizméw wystepujacych w osadzie czynnym.

Nie bez znaczenia jest réwniez mozliwo$¢ analizy
roli kluczowych dominantéw,
prowadzacych rézne typy proceséw metabolicznych.
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Techniki hodowlane wskazywaty na dominacje w osadzie czynnym bakterii
nalezgcych do Gamaproteobakterii,
stosunkowo rzadko izolowano bakterie nalezgce do Betaproteobakterii
(Acidovorax, Alicaligenes i Comomonas),
a pojedyncze izolaty z grupy Gramdodatnich nalezaty do Arthrobacter,
Microbacterium i Mycobacterium.

Stosowane obecnie analizy wykorzystujace techniki molekularne wykazujg
natomiast, iz w osadzie czynnym dominujg bakterie nalezgce do
Betaproteobakterii
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Ogédlna liczba bakterii w osadzie szacowana jest
od 10%cm? do 10%/cm?

z czego 80 % to komorki aktywne.

Frakcja mikroorganizméw stanowi 5-20 % ktaczka
reszta to substancje koloidalne

Zrédio: Li all, Q ammon I
and assessment of system variablesaffecting their performance. Water Sci Technol. 2006;54(1):91-99.
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek bakteryjnych
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek bakteryjnych
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Analiza bakterii funkcyjnych

Kumar et al. BMC Bioinformatics 2006 7:240 doi:10.1186/1471-2105-7-240
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Przemiany azotu

amonifikacja
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sr6dio Hanke i Strous, 2010.
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Bakterie nitryfikacyjne

Eubakterie

Cytophaga-Flavobacterium «— *

cluster

o Pi

?  klasa Nitrospira

Typ Proteobakterie

(N Nitrosospira Spp.
[ Nitrosomonas spp.

Nitrobacter spp.

Nitrospina spp.

I

Nitrosococcus mobilis il Nirosococcus oceani

Nitrococcus spp. l

Nitrospira spp.

INNOWACYINA utleniajgce amoniak

GOSPODARKA
NARDOOWA STRATEGIA $P0RM0C

4

utleniajgce azotyny

| utleniajgce azotyny _ | e

ROPEISKA
EUROPEISR FUNGUSE
BOTWOR) REGRNALNEGO

Seminarium naukowo-techniczne

ywnych

zrodet w egla w oczyszczalniach  $ciekow”

Gdanisk, 20-22 marca 2013 1.

Bakterie Anammox

klasa Planctomycetes

Candidatus Brocadia

Candidatus Kuenenia

Candidatus Anammoxoglobus

o

Candidatus Jettenia

Candidatus Scalindua .

“a

Inne Planctomycetes
Nie-Anammox bakteria
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Bakterie denitryfikacyjne

BB Proteobacteria

Azoarcus spp.
Thauera spp.

Curvibacter spp.

Zooglea spp.

Candidatus Accumulibacter

Zewnetrzne zrédio wegla

Etano] s

Metanol

(3 Proteobacteria  Proteobacteria

Hyphomicrobium spp.
== Paracoccus spp.

Azoarcus spp.
Thauera spp.
Aquaspirillum spp.
Acidovorax spp.

Dechloromonas spp. ‘
Rhodocyclus related PAO ‘

B Proteobacteria

spp.

y Proteobacteria Sphingobacteria
Pseudomonas spp. ‘ [ Hyphomicrobium spp.
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Etanol

B Proteobacteria

Azoarcus spp.

Thauera spp.
Aquaspirillum spp.
Dechloromonas spp.

Rhodocyclus related PAO

y Proteobacteria

E‘ Pseudomonas spp. ‘

Zewnetrzne zrddio wegla

Metanol Oleje fuzlowe

a Proteobacteria

E Paracoccus spp.
. B Proteobacteria

Moo |

=
| Acidovoraxspp. |
[=* | Comamonas spp.

y Proteobacteria

a Proteobacteria

Hyphomicrobium spp.
Paracoccus spp.

BB Proteobacteria

E Methylophilus spp.

Sphingobacteria

E Hyphomicrobium spp.
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Analiza zr6 znicowania gatunkowego bakterii

osadu czynnego

metod 3 PCR-DGGE
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| IZOLACJA GENOMOWEGO DNA

4 @wacanie sanersd,
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PCR ifikacja wybrany DNA) |
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Ekspotencjainy werost losci produktu

Zrédio: waww.google.pl
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increasing conc. of denaturants
1
Direction of sectrophoris

R Refrence patiem, A = Organism 1, 8 = Organism 2, C » Osganismy,
M wbix of organisms 1, 20nd 3, § = unknown sample

Zr6dio: www.google.pl
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Sekwencjonowanie

- kolejno $ci par nukleotydowych w cz  gsteczce DNA

INNOWACYINA UNIA EUROPEISKA
GOSPODARKA ROTOR NG -
i NARD2ONA ST GA S

10



Seminarium naukowo-techniczne
WP | wych zrodet w ggla w oczyszczalniach ~ $ciekow”
Gdansk, 20-22 marca 2013 .

Wyniki sekwencjonowania

409

Zredio: ww.google.pl
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Poréwnywanie sekwencji

Zrédio: waw.google.pl

5 INNOWACYINA I
GOSPODARKA B -
COSPODARKA .., aaaed

Seminarium naukowo-techniczne
P y ia al tywnych zrodet w egla w oczyszczalniach  $ciekow”
Gdansk, 20-22 marca 2013 .

Metody mikroskopowe
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Komputerowa analiza obrazu — NIS Elements
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Barwienie DAPI

DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol)
- barwnik nieaktywny fluorescencyjnie
-selektywnie wigze sig z DNA komérek bakteryjnych, tworzac kompleksy
fluoryzujgce

- okreslenie liczebnosci i biomasy komérek bakteryjnych
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Barwienie DAPI

B el A
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Barwienie DAPI
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Barwienie DAPI
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Okre slenie aktywno $ci metabolicznej komérek bakteryjnych

barwienie BacLight viability kit staining (Live/Dead -

L/D))

Fluoroforowe barwniki: SYTO 9 i jodek propidyny
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Barwienie czgstek wirusowych (Sybr Gold I1)
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Fluorescencyjna Hybrydyzacja In Situ  (FISH)

technika stuzaca do wykrywania okreslonej sekwencji DNA za pomocg
komplementarnych sond znakowanych fluorochromami.

Pozwala na detekcjg wybranych grup, rodzajéw, a nawet gatunkéw bakterii
osadu czynnego
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Popularne znaczniki fluorescencyjne:

maksymalne
Znacznik wzbudzenie / emisja Kolor
(diugosci fali)
Cy3 552 nm /565 nm
Cy5 649 nm /670 nm
oS 494 nm / 523 nm
DAPI 365nm / 456 nm
SYBR Green 494 nm /520 nm Zielony
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Zr6dio: www.google.pl
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i Multicolor-FISH (M-FISH)

v
L TA P\

Zredio: www.google.pl
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SPECTRAL KARYOTYPING

do ustalania lokalizacji poszczegoinych genéw,

- w badaniach dot. aberracji chromosomowych
(w tym nadania prenatalne)

- w badaniach dot. ustalenie pokrewienstwa,

w badaniach onkologicznych
w diagnostyce choréb nowotworowych
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Fluorescencyjna Hybrydyzacja In Situ

- \Aw_"*‘
pok el e mmmm?f"“
b
B g —
d I ¥
o Sadwl

Zrédio: Amann R. i wsp. Max
Planck Institute for Marine,
Microbiology, Bremen
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Rybosomy

Zr6dio: www.google.pl
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[ TRV
e w Rybosomy
O Fulte spenen f jottme v monmescs weme v @ 0= Struktura kwasow nukleinowych
e

Kumar et al. BMC Bioinformatics 2006 7:240 doi:10.1186/1471-2105-7-240
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Ktaczek osadu czynnego barwiony DAPI Bakterie PAO w ktaczku osadu czynnego
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—

Emmision filter

Excitation filter 1

l J Objectve
|

Fluorescent laballed cell

Dichvolc mirror

Ligth source

Zrédio: www.google.pl Mikroskop fluorescencyjny
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Detektor
Pinhole
Laser
\ . Lustio
Lustra dichroiczne
skanujace £
\ f Obiektyw
Skanerw osi Z

Mikroskop konfokalny

Zr6dio: www.google.pl
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mikroskop fluorescencyjny

skaningowy mikroskop konfokalny

INNOWACYINA ot
GOSPODARKA TR RIS
priveniy oiosc

Eubakterie

w ktaczku

osadu czynnego

obraz w mikroskopie: fluorescencyjnym konfokalnym
INNOWACYINA RN SROPRISTA
GOSPODARKA ROTWON REGIONALNESO
vy st

Seminarium naukowo-techniczne
ych zrodet w egla w oczyszczalniach  $ciekow”

JPersp y
Gdansk, 20-22 marca 2013 r.
bla ” - . . .
oo 2 a Analiza ilosciowa obrazu mikroskopowego
A3 | A4« -t wykorzystanie skaningowego mikroskopu
konfokalnego
c D
- Daims H. & Wagner M., Appl Microbiol Biotechnol, 2007
5 -
i s H A. B.
*

INNOWACYINA  Zréclo: ww.googie.pl
GOSPODARKA
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Wyniki badan

mikrobiologicznych

5 INNOWACYINA R
GOSPODARKA ﬁ ROTOR NG -
NARD2ONA ST GA S
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Eksperymenty w skali laboratoryjnej

Wykonano dwie serie badan.

Dla kazdej serii badania prowadzono
w dwoch, niezaleznych od siebie
reaktorach typu SBR
zaszczepionych tym samym osadem
czynny pochodzgcym z oczyszczalni e
$ciekéw Gdansk - Wschéd. ; l

W pierwszej serii badano wptyw
dodatku metanolu (reaktor 1)
oraz olei fuzlowych (reaktor 2).

W serii drugiej badano wptyw dodatku

fuzli (reaktor 1)
oraz fuzli skazonych (reaktor 2).

5 INNOWACYINA A
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NARD2ONA ST GA S
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stezenie
sonda grupa bakterii sekwencja 5'—3'
FA
EUBmIx | st Bacteria, GCT GCC TCC CGT AGG AGT +
éi‘ég:gﬁ' Planctomycetales GCA GCC ACC CGT AGG TGT 4
, - 0-60
andVerrucomicrobialea
EUB338II) GCT GCC ACC CGT AGG TGT
ACI208 | Acidovorax spp. CGC GCAAGG CCT TGC 20
Azopag | Most members ofthe | ;e gra cre TAG CCG TGC 20
Azoarcus cluster
Curviog? ) CTC TGG TAA CTT CCG TAC
Curvibacter
(dawniej |, ilum- bakterial CTC TGG CAA CTT CCG TAC, 35
AQs997) quaspl CTC TGG TCA CTT CCG TAC
Pae997 Most truPseudomonas | GCT GGC CTA GCC TCC 0
Thau646 | Thauera TCT GCC GTACTC TAG CCT T 45

INNOWACYINA
GOSPODARKA
NAROOOWA STRATEGIA SP0mDLCI

NI EUROPEISKA
EUROPEISR FUNGUSE
BOTWOA) REGRNALNGD
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data poboru | godzina | oznaczenie | rodzy dodatku | datapoboru | godzina | oznaczerse | rodzy dodatiu
probid Zic provid zic
Reakitor [ Reaktor I

15042010 | 21% ™ BRAK. 15.04.2010 2% 160F BRAK

16.042010 | 20% ™M Metanal 16.042010 20% 170F olg) fuzlowy

19.042010 | 097 M Metanol 19.04.2010 08 180F | oleyfudlowy

19.042010 | 207 Metanol 19.04.2010 207 190F | oleyfuzlowy

23042010 | 09" Metanol 23042010 097 2108 olgj fuzlowy
23042000 | 20® 200p | Ol fuddewy
20042000 [ 20® 0p | ohuley

INNOWACYINA —
GOSPODARKA @ ROTOR NG -

NAROOOWA STRATEGIA SP0mDLCI

Seminarium naukowo-techniczne
ol P y I tywnych zrédet w egla w oczyszczalniach ~ $ciekow”
Gdansk, 20-22 marca 2013 1.

Dana povon:
pedsi

Gmgovors  godzim
peoni
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Badania w skali petnotechnicznej
przeprowadzone zostaty w Lewobrzeznej

Oczyszczalni Sciekéw w Poznaniu
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GOSPODARKA ROTOR NG -

NAROOOWA STRATEGIA SP0mDLCI
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Eksperyment prowadzono w uktadzie dwéch przeptywowych reaktoréw.
Do pierwszego (R2) dozowano do ciggu badawczego — Bioreaktora 05.1
olej fuzlowy, jako zewnetrzne zrédto wegla organicznego, w objetosci ok.
400 dm?¥/d.

Drugi (R1) stanowit kontrole bez dodatku zewnetrznego Zrédta wegla.
Obydwa reaktory zasilane byly jednakowym rodzajem $ciekéw bytowo-
gospodarczych.

Prébki pobierano z ciggu referencyjnego - Bioreaktora 05.4 - bez
dodatku zewnetrznego zrédta wegla (R2) oraz z reaktora biologicznego

z dodatkiem zewnetrznego zrédta wegla (R1),

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
ﬂ GOSPODARKA ROTOR RGNS -

NARDOOWA STRATEGIA $P0RM0C
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data poboru | oznaczenie | rodzaj dodatku | data poboru | ozmaczenie | rodzaj dodatku
prabki zic prébki Zic
Reaktor [ Reaktor II
28032012 13 BRAK 28032012 123 oleje fuzlowe
18.04.2012 23 BRAK 18.04.2012 113 oleje fuzlowe
09.05.2012 13 BRAK 09.05.2012 10.3 oleje fuzlowe
03.06.2012 43 BRAK 03.06.2012 oleje fuzlowe

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
ﬂ GOSPODARKA ROTOR RGNS -

NARDOOWA STRATEGIA $P0RM0C
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Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
GOSPODARKA ROTOR RGNS -
ﬂ o

ROOOWA STRATEGIA $90MDS
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Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego (zewn etrzne zrédio w egla — etanol)

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
GOSPODARKA ropt R
NAROOOWA 0 o
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Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego (zewn etrzne zrodio w egla — oleje fuzlowe)

INNOWACYINA usaa euRoPLISKA
GOSPODARKA ROTOR RGNS -

NAROOOWA
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Eubakterie w kiaczkach osadu czynnego Bakterie denitryfikacyjne -  Thauera spp.

INNOWACYINA
GOSPODARKA
NAROOOWA STRATEG
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Eubakterie i bakterie denitryfikacyjne - Thauera spp. (zewnetrzne zrédto w ggla — oleje fuzlowe)|

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
GOSPODARKA - H
prety a 550 oL
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BAcidovorax sbreus

BAkye
BAzarcus tol
8Comamonas s
OThauers sp

acoccus denitific ans

Metoda PCR-DGGE - zr6znicowanie gatunkowe bakterii osadu czynnego
(zewnetrzne zrodto wegla - oleje fuzlowe)

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
GOSPODARKA - H
prety a 550 oL
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Exp. 1. A) 04 9 16 23 B) 04 9 16 23

e itz |

izoarcus

The
Pscudomonas spp.

cra

Acidovorax spp. Acidovorax spp.
Exp.2. A) 0249 16 23 30 B) 0249 16 23 30
Curvibacier Curvibacter
Azoarcus tzourcus
Thauera Thauera
Pscudomonas spp. Pscudomonas spp.

Acidovorax spp. Acidovorax spp.

Podczas przeprowadzonego eksperymentu z zaszczepionym inokulum
stwierdzono obecno$¢ Azoarcus, Thauera i Curvibacter.

Natomiast nie odnotowano obecnos$ci Pseudomonas spp oraz Acidovorax

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
GOSPODARKA ROTOR RGNS -
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Exp. 1. A) 04 9 16 23 B) 04 9 16 23
Curvibacter Curvibacter
Azoarcus
Thauera
Preudomonas spp.
Acidovorax spp.
Exp.2. A) 0249 16 23 30 B) 0249 16 23 30
Curvibacier I Curvibacter
Azoarcus tzourcus
Thauera Thauera
Pscudomonas spp. Preudomonas spp.
Acidovorax spp. Acidovorax spp.

Najliczniej wystepowaty bakterie z rodzaju Curvibacter i Azoarcus.
Azoarcus oraz Thauera,

INNOWACYINA ura EuRoPE KA
GOSPODARKA ROTOR RGNS -

SoOmuoic
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Bakterie z grupy Curvibacter
tworzgce w ktaczkach osadu czynnego wyrazne konsorcja
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Bakterie z grupy Curvibacter tworzgce w ktaczkach osadu czynnego
wyrazne konsorcja
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GOSPODARKA ROTOR RGNS -

OOWA STRATEGIA SP0R0%C




Seminarium naukowo-techniczne
JPerspektywy stosowania alternatywnych zrodet w ggla w oczyszczalniach ~ $ciekow”
Gdansk, 20-22 marca 2013 .

T - --
T - - .

o - - -

INNOWACYINA o
GOSPODARKA m-:;‘i’f&.:‘m
ﬂ NARD3OWA AT A Somosc

Seminarium naukowo-techniczne
P y tywnych zrodet w egla w oczyszczalniach  Sciekow”
Gdanisk, 20-22 marca 2013 r.

W przeprowadzonym doswiadczeniu bakterie Azoarcus

rozwijaly sig intensywniej w reaktorach zasilanych etanolem a),

a po czasie aklimatyzacji takze w reaktorach zasilanych fuzlami b)
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Wprowadzenie nowych zewnetrznych zrodet wegla w
celu zintensyfikowania proces6w usuwania azotu ze
$ciek6w wymaga lepszego zrozumienia zaleznosci
struktury biocenozy drobnoustrojéw.

Niniejsze badania wykazaly, ze olej fuzlowy ma podobny
wptyw na populacje bakterii denitryfikacyjnych jak

konwencjonalne zrédto wegla — etanol.
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Bakterie Curvibacter i Azoarcus, sg powszechnie
spotykane procesach fermentacyjnych w petnej skali.
Dodatek obu produktéw produkcji gorzelniczej w
badanych stezeniach nie wplywa znaczgco na zmiang
struktury populacji mikroorganizméw i jednoczes$nie

zapewnia wysoka wydajnos¢ denitryfikacii.

4
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Stwierdzono jednak,
iz ponad 15% dodatek osadéw fermentacyjnych do
$ciekéw zmienia znaczaco strukture ktaczkow
moze spowodowac problemy zwigzane z pracg osadu

czynnego.
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