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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego
wykorzystuj acego zewn etrzne zrédta w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

w ramach projektu ,Innowacyjne zrédto w egla dla wspomagania
denitryfikacji w komunalnych oczyszczalniach Sciekow "
wspotfinansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego - Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka
(Poddziatanie 1.3.1)
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Edward Arden and William Lockett in 1914.
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Rysunek satyryczny z 1858 r. przedstawiajacy rzeke Tamize
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Fot. Edward Arden, zrédio www.google.pl

Edward Arden and William Lockett . 1914, Experiments on the oxidation
of sewage without the aid of filters, J. Soc. Chem. Ind. 33, 523-539.
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Kamienie milowe w oczyszczanidciekw

1914 - wdrozenie do oczyszczania $ciekéw metody osadu
czynnego - usuwanie substancji organicznej
i czesciowe usuwanie zwigzkéw azotu

1980 - adaptacja osadu czynnego do usuwania
zwigzkéw biogennych
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Osad czynny ma ju z prawie sto lat,

ale jego mo zliwo $ci nie zostaly jeszcze do ko nhca poznane.
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Ogélna liczba bakterii w osadzie szacowana jest

od 10%/cm?3 do 10%%/cm3 (Limpiyakorn i wsp.2004)

Po zastosowaniu po technik niehodowlanych
z wykorzystaniem barwnikéw epifluorescencyjnych
liczba bakterii w ktaczkach osadu
szacowana jest na do 10 x 10'%g
z czego 80 % to komorki aktywne

Frakcja mikroorganizméw stanowi 5-20 % ktaczka
reszta to substancje koloidalne
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Laboratorium Biotechnologii Srodowiska Pracownia Mikrobiologiczna
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Laboratorium Biotechnologii Srodowiska Pracownia Mikrobiologiczna

Techniki tradycyjne hodowlane

Phoenix System
(BD Biosciences, USA),

biochemiczna identyfikacja
i ocena antybiotykooporno$éi
szczep6w bakteryjnych

EUROPEISKI FUNDUSZ
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Laboratorium Biotechnologii Srodowiska Pracownia Mikrobiologiczna

metody mikroskopowe
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Barwienie metoda Grama

BAKTERIE GRAM UJEMNE (-) BAKTERIE GRAM DODATNIE (+)
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bakterie barwigce sie
na kolor ciemnofioletowy, prawie czarny, okreslamy jako Gram-dodatnie lub (Gram +),
bakterie odbarwiajace sie na kolor czerwony, okreslamy jako Gram-ujemne lub (Gram -),
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Barwienie metoda Neissera - odr6znienie bakterii poli-P
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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 wystepujacych oczyszczalniach
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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 identyfikowalnych
metod g hodowlan g
wody morskie 0,001 -0,1 %
Zrédo: wody stodkie 0,25 %
Editor of Nature
Microbial Reviews,  0Sad czynny 1-15%
lipiec 2010. gleba 0,3%

INNOWACYJNA UNA EUROPEISKA
GOSPODARKA ROZWON REGONAINEGD -

Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrédia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Znajomosé ekologii zespotu mikroorganizméw jest konieczna
do wyjasnienia czynnikéw wptywajacych na efektywnosc¢ i stabilnos¢
biocenozy biologicznej oczyszczalni sciekéw
oraz do rozwoju strategii umozliwiajgcych
wilasciwe wykorzystanie proceséw technologicznych.
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Whprowadzenie w latach 90-tych technik molekularnych
umozliwito okreslenie sktadu oraz dynamiki metabolicznej
zespotu mikroorganizméw wystepujacych w osadzie czynnym.

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

Microbacterium i Mycobacterium.

Stosowane obecnie analizy wykorzystujgce techniki molekularne wykazujg
natomiast, iz w osadzie czynnym dominujg bakterie nalezace do
Betaproteobakterii
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Barwienie DAPI

Okreslenie liczebnosci i biomasy komoérek bakteryjnych
barwienie DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol)
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Barwienie DAPI
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Barwienie DAPI
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Barwienie DAPI
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komoérek bakteryjnych
barwienie BacLight viability kit staining (Live/Dead -L/D))
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek bakteryjnych
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komoérek bakteryjnych
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek bakteryjnych
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek bakteryjnych
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Okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek bakteryjnych
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

acego zewn gtizne zrédia w egla

Barwienie czastek wirusowych (Sybr Gold I1)
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Quantification
of uncultured microorganisms
by fluorescence microscopy
and digital image analysis

Daims H. & Wagner M., Appl Microbiol Biotechnol, 2007
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj

acego zewn gtizne zrédia w egla

z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego
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Fluorescencyjna Hybrydyzacja In Situ ~ (FISH)
technika stuzaca do wykrywania okreslonej sekwencji DNA za pomocg,
komplementarnych sond znakowanych fluorochromami.

W celu analizy badanego materiatu konieczne jest uzycie mikroskopii
fluorescencyjnej.
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Popularne znaczniki fluorescencyjne:

maksymalne
Znacznik wzbudzenie / emisja Kolor
(dtugosci fali)

Cy3 552 nm /565 nm
Cy5 649 nm /670 nm
FLUOS
494 nm / 523 nm
DAPI 350nm / 456 nm
SYBR Green 494 nm /520 nm Zielony
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Fluoresence In Situ Hybridization

Zrdo: www.google.pl

INNOWACYINA cUnOneRRPNOUSE
roTROR RN

OSPODARKA
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI

12



Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrodia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

G, | inv, | i \
=] , i |FITC|spo | TR

L e>
o

Zrédio: www.google.pl

INNOWACYINA UNIA EUROPEJSKA
P e ok

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC!

Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrodia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Zrédio: www.google. pl
INNOWACYINA UNIA EUROPEJSKA
P e ok m

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC!

Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrodia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

SPECTRAL KARYOTYPING

:1: 2 ggi ‘}:g 5
il

9 10 11 12

e o
13 14 15 16 17
®8

19 20

NOUSZ

GOSPODAL....

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC!

INNOWAC' Chromosomes from Human Cancers p— m




Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj 3cego zewn etrzne zrédia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Detector

Emmision filter
1
\ Ligth sourea
}J Objective
Zrdio: Amann R. i wsp. Max

Planck Institute for Marine,
Microbiology, Bremen

INNOWACYINA o eunoressin
GOSPODARKA RO FEGOVAINEGD -

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI

Dichroic mirror
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Fluorescencyjna Hybrydyzacja In Situ
\':Jl%.‘
i A

Targoe

Zrédio: Amann R. i wsp. Max
Planck Institute for Marine,
Microbiology, Bremen
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Feticutim
DNA
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Gol apparatus

Zrédio: waww.google.pl
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Kumar et al. BMC Bioinformatics 2006 7:240 ~doi10.1186/1471-2105-7-240

COSPODARKA e

U REGIONALNEGO
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI

Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrodta w egla
2z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Bakterie nitryfikacyjne Eubakterie

Cytophaga-Flavobacterium «— *

cluster

?  klasa Nitrospira
Typ Proteobakterie

— J ¥

o Pl BPr yPr 5P

Nitrosococcus spp. genus Nitrosococcus

N Nitrosospira Spp.
[ Nitrosomonas spp.

Nitrococcus sp|

Nitrobacter spp. Nitrospina spp. Nitrospira sp
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Bakterie Anammox

Phylum Planctomycetes

Candidatus Jettenia

Candidatus Brocadia
Candidatus Kuenenia Candidatus Scalindua

Candidatus Anammoxoglobus “a

Inne Planctomycetes
Nie-Anammox bakteria
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Bakterie denitryfikacyjne Zew"@‘flnﬂe 2r6dio wegla

Etanol —=——/———r— Metanol

B Proteobacteria

B e oo

B Proteobacteria

Azoarcus spp.

a Proteobacteria

Hyphomicrobium spp.
'==r Paracoccus Sspp.

B Proteobacteria

‘ Methylophilus ~ spp.

y Proteobacteria Sphingobacteria
E| ‘ E Hyphomicrobium spp.
CosBBRHA e
e vt e

Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrédia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego
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Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego

INNOWACYINA UNIA EUROPEJSKA
GOSPODARKA RO FEGOVAINEGD -

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI

16



Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj 3cego zewn etrzne zrédia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego (zewn etrzne zrédio w egla — etanol)
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Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego (zewn etrzne zrédio w egla — oleje fuzlowe)
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Eubakterie w ktaczkach osadu czynnego

Bakterie denitryfikacyjne - Thauera spp.
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Eubakterie i bakterie denitryfikacyjne - Thauera spp. (zewnetrzne zrédio w ggla — oleje fuzlowe)|
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uly— Detektor

Pinhole
Laser h
f
‘L . Lustro
Lustra  dichroiczne
skanujace
Obiektyw
Skaner w osi Z

Mikroskop konfokalny

Zrédio: waww.google.pl
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Detector

g
H
i
<‘=-’ Excitation filter
Ligth source
l J Objective
‘ Fluorescent labelled cell
Zrédio: wwaw.google.pl Mikroskop fluorescencyjny
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj  acego zewn gtrzne zrodta w egla

z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Eubakterie
w ktaczku
osadu czynnego

konfokalnym

obraz w mikroskopie: fluorescencyjnym
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.

Bakterie PAO w ktaczku osadu czynnego

Klaczek osadu czynnego barwiony DAPI

INNOWACYINA UNIA EUROPEJSKA
GOSPODARKA oG

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSC!

Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrodia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

Analiza zréznicowania gatunkowego bakterii osadu czynnego

metodg PCR-DGGE
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrodia w egla
z produktéw ubocznych przemystu spirytusowego

. ;
T e IZOLACIA GENOMOWEGO DNA |
L oemauracs \

4 D wanne sorerad,

syntaza mic
4 P komplementarmei

40

PCR ifikacja wybrany DNA)

| DGGE (elektroforeza z gradientem czynnika denaturuj  gcego |

: Tijdens DGGE  Resultaat na
proces: Kleuring:

EEIG

Ekspotenciaing werost lose) prodsktu
Zrédio: wwww.google.pl
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increasing conc. of denaturants
(BTN
n e
[N
[T
Direction of siectrepharasis

trrn

L
[N

R = Relstenes patias, 4 = Organism 1, 8.2 Organism 2, = Organiam 3,
M Mixof orgaisms 1, 2and3, § = unknown sample

Zrédio: waww.google.pl
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj 3cego zewn etrzne zrédia w egla
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Wyniki sekwencjonowania

( I P e R e v;,z:’
il AJ‘Mu’ ..nﬁhmﬂ

Zrédio: waww.google.pl
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Poréwnywanie sekwencji

Zrdo: www.google.pl
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8 Acidovorax ebreus

B Alcyclphis sp

8 Azoarcus toulticus

8Comamonas nitiativorans

amauera sp

©Paracoccus denitficans
( Bpseudomonas sp.

B Rhodanobacter sp

Unculured bacterum

Metoda PCR-DGGE - zréznicowanie gatunkowe bakterii osadu czynnego
(zewnetrzne zrédto wegla - oleje fuzlowe)
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj 3cego zewn etrzne zrédia w egla
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Podsumowanie
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Mikrobiologiczne badania osadu czynnego wykorzystuj acego zewn etrzne zrédia w egla
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Czionkowie zespotu badawczego
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