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Wykaz najwazniejszych definicji

Sterylizacja sciekéw oczyszczonych — proces eliminacji wszelkich form mikroorganizmow
(zarowno wegetatywnych, jak i1 przetrwalnikowych), bakterii, wirusow i innych patogendow

z wody 0Cczyszczonej.

Dezynfekcja sciekow oczyszczonych (odkazanie) — proces niszczenia (redukcji lub
eliminacji) drobnoustrojow, zwtaszcza chorobotworczych (bakterii wegetatywnych, wirusow
i innych patogenow), do poziomédw, ktore nie stanowig zagrozenia dla zdrowia publicznego.

Przebiega z wykorzystaniem metod zaré6wno fizycznych, chemicznych, jak i biologicznych.

Higienizacja $ciekow oczyszczonych — W pracy o0znacza proces poprawy jakosci
mikrobiologicznej, w tym redukcje liczebno$ci organizméw, ktore moga stanowi¢ zagrozenie

dla zdrowia.

Sterylizacja ma na celu eliminacj¢ wszelkich form zycia mikrobiologicznego, dezynfekcja
skupia si¢ na redukcji liczby patogenéw do bezpiecznych poziomoéw, higienizacja obejmuje zas
szeroki zakres dziatan majacych na celu poprawe jakosci mikrobiologicznej rozumianej
gtéwnie jako redukcja liczebnosci organizmoéw bedacych wskaznikami stanu sanitarnego

sciekow oczyszczonych.



l. Czes¢ teoretyczna

1. Wprowadzenie i uzasadnienie podjecia tematu

Jednym z kluczowych probleméw, ktore wymagaja pilnych dziatan, jest poglebiajacy sie
deficyt wody na $wiecie. Dlatego wspolczesne spoleczenstwa stoja przed ogromnym
wyzwaniem zwigzanym z racjonalnym zarzgdzaniem zasobami wodnymi. Postepujace zmiany
klimatyczne, zjawiska ekstremalne, w tym coraz dluzsze i dotkliwiej odczuwalne susze,
ekstensywna produkcja i gospodarka rolna, ekspansja obszaréw zurbanizowanych oraz rosnace
potrzeby ludnosci sprawiaja, ze dostep do czystej wody staje si¢ coraz bardziej utrudniony. Z ta
niebezpieczng tendencja od kilku dekad stara si¢ walczy¢ caly §wiat, w tym réwniez Unia
Europejska [1].

Juz jedna trzecia terytorium UE zmaga si¢ z problemem deficytu wodnego w okresie catego
roku, a w coraz wigkszej liczbie panstw odnotowuje si¢ sezonowe niedostatki stodkiej wody
oraz pogorszenie jej jakosci [2]. Wedlug prognoz dotyczacych zmian Klimatu problem ten
bedzie si¢ poglebial w kolejnych dziesigcioleciach [3]. Zgodnie z Raportem Najwyzszej 1zby
Kontroli (NIK) [4] najwigkszymi zasobami wod powierzchniowych i podziemnych w Europie
dysponuje Norwegia (371 mld m®), Szwecja (196,5 mld m®) i Francja (191 mld m®). Zasoby
wodne Polski ksztattuja si¢ na poziomie ok. 60 mld m? (dla pory suchej przyjmuje si¢ warto$é
40 mld m?), co w przeliczeniu na jednego mieszkanca daje 1,6 dam® rocznie, przy $rednie;
europejskiej wynoszacej okoto 5 dam® na mieszkanca /rok. Nie dziwi zatem, ze Polska, ze
wzgledu na zasoby wodne uwazana jest za kraj ubogi 1 bezposrednio dotknigty zagrozeniami
zwigzanymi z deficytem wodnym (rys.1) [5]. Nalezy pamigtaé, ze ograniczony dostep do
stodkiej wody ma niekorzystny wpltyw zarowno na sytuacj¢ mieszkancoéw jako jednostek, jak
i roznych sektorow gospodarki. Cykliczne deficyty wody uniemozliwiajg normalny rozwoj
spoleczenstw, przez co wptywaja na zmiang dotychczasowego stylu zycia i/lub migracje [6].

Woda stodka, obejmujaca jeziora, rzeki, wody podziemne i 16d, stanowi jedynie 3,5%
$wiatowych zasobow (96,5% to woda stona). W Europie prawie 88% zuzywanej do réznych
celow (w tym rolniczych i przemystowych) wody stodkiej pochodzi z rzek i wod podziemnych,
z niewielkim udzialem sztucznych zbiornikow (okoto 10%) i jezior (ponizej 2%). Podobnie jak
inne wazne zasoby czy formy zycia, woda jest narazona na presje, zwlaszcza gdy popyt na nig
przewyzsza dostepno$¢ lub gdy jej jako$¢ jest obnizana przez rdéznego rodzaju
zanieczyszczenia. Glownym zrédlem tych ostatnich sg emisje przemystowe, oczyszczalnie
sciekow, transport, rolnictwo, lesnictwo 1 gospodarstwa domowe na obszarach wiejskich.

Wedtug najnowszych danych Europejskiej Agencji Srodowiska (EEA) tylko 44% wod



powierzchniowych w Europie osiagga dobry lub bardzo dobry stan ekologiczny. Stan wod
podziemnych jest nieco lepszy, gdyz okoto 75% charakteryzuje si¢ dobrym stanem

chemicznym. Raport EEA okres$la stan morz w Europie jako zty [7].
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Rysunek 1. Zasoby wodne w Europie (stan na 2021r.) przypadajace na jednego mieszkanca
zrodio: GUS [8]

Prognozy z ubiegltych lat wskazywaty, ze juz w 2025 roku az 60% $swiatowe]j populacji
moze cierpie¢ z powodu fizycznego niedoboru wody [9,10]. Zgodnie z ustaleniami ONZ dwa
miliardy ludzi nie majg juz dzi$ dostgpu do bezpiecznej wody pitnej, a 3,6 miliarda nie ma
dostepu do bezpiecznych urzadzen sanitarnych. Wedlug raportu o wodzie na rok 2023 [11]
przygotowanego przez organizacj¢ naukowa Narodéw Zjednoczonych UNESCO brakiem
wody przez co najmniej miesigc w roku mogg by¢ dotknigte nawet trzy miliardy ludzi, a za
okoto 30 lat to zjawisko moze juz dotyczy¢ nawet 5,7 miliarda mieszkancow Ziemi [12].

Ponowne wykorzystanie $ciekOw staje si¢ zatem jedng z gtdéwnych opcji rozwazanych jako
nowe zrodto wody przede wszystkim w regionach zagrozonych deficytem wodnym, takich jak
Bliski Wschdéd. W krajach o klimacie suchym 1 potsuchym ponowne wykorzystanie
oczyszczonych $ciekow traktowane jest jako integralna czg$¢ dostgpnych zasobow wody
[13,14]. Wnioski z badan Maha Elshafai i in.[15] udowadniaja, ze system zintegrowanego,

przydomowego oczyszczania moze skutecznie oczyszczaé S$cieki bytowe o stezeniu
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zanieczyszczen niskim lub §rednim, ktore spetniajg normy Kodeksu Praktyki Egiptu (ECP 501-
2015) dotyczace ich ponownego uzycia w celach nawadniania, rowniez w konteksécie usuwania
patogenow, takich jak np. bakterie kalowe, w tym E.coli.

Ograniczony dostep do wody wplywa takze niekorzystnie na sytuacje réznych sektorow
gospodarki (co bezposrednio rzutuje na konkurencyjno$¢ i rynki wewnetrzne). Do najbardziej
dotknigtych tym deficytem nalezy zaliczy¢ rolnictwo, turystyke, przemyst, energetyke
I transport [3]. Rolnictwo odpowiada za zuzycie najwigkszej ilosci stodkiej wody. Podaje sig,
ze okoto 70% $wiatowych zasobow wodnych wykorzystuje si¢ do nawadniania w tym sektorze
gospodarki [5]. Ze wzgledu na ograniczone zasoby wodne i olbrzymie potrzeby juz dzis, na
calym $wiecie, do nawadniania w rolnictwie zuzywa si¢ okolo 4,5 mln ha $ciekow
oczyszczonych [16]. Inne szacunki sugeruja, ze okoto 200 milionow rolnikow stosuje
alternatywng metode nawadniania, wykorzystujac w tym celu Scieki oczyszczone (niekiedy
nieoczyszczone) na okoto 20 milionach ha [17,18,10].

W przypadku Polski niemal 40% obszarow klasyfikowanych jako rolne i le$ne uznaje si¢
za bardzo powaznie zagrozone suszg rolnicza, ktora uchodzi za narastajacy problem.
W poprzednich dziesigcioleciach wystepowala ona w statych, okoto piecioletnich odstgpach
czasu. Najnowsze dane pokazuja jednak, ze w ostatnich latach poszczegoélne regiony Polski
zmagaja si¢ z nig kazdego roku, przy czym problem ten dotyczy coraz wigkszego obszaru
naszego kraju (rys.2).

Legenda

Liczba lat, w kiorych wystapita susza w latach 2007-2018
E==0
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g9

.10

Rysunek 2. Gminy, w ktorych wystapita susza rolnicza w latach 2007-2018,
zrodto: ekspertyza IUNG-PIB [19]
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Pomimo faktu, ze Polska lezy w strefie umiarkowanych opadow, posiada niewielkie zasoby
wody. Na realne zagrozenie deficytem wody w rolnictwie ma wptyw zaréwno fakt, ze woda
rozmieszczona jest nierownomiernie, jak réwniez to, ze nie jest dostgpna w wystarczajacej
ilosci kazdego roku (w ilosci optymalnej dla produkcji rolnej). Prognozy pokazujg, ze
w kolejnych latach ryzyko suszy rolniczej bedzie wzrastaé, co przetozy si¢ na wysychanie gleb
I realne trudnos$ci z utrzymaniem produkcji rolnej na obecnym poziomie. Juz dzi$ okoto trzy
czwarte powierzchni Polski doswiadcza regularnych niedoborow wody. Prognozy wskazuja, ze
problem ten bedzie najbardziej odczuwalny w zachodniej i centralnej Polsce, przede wszystkim
w wojewoOdztwach wielkopolskim i kujawsko-pomorskim [5].

Badania nad wplywem oczyszczonych $ciekéw na jakos¢ wod w odbiorniku, takie jak
przeprowadzone przez J. Zamorskg i A. Piecha [20] z Politechniki Rzeszowskiej, otwieraja
wazny rozdzial w rozumieniu ekologicznych skutkéw procesow oczyszczania S$ciekow.
Autorzy podkreslaja, ze skuteczno$¢ proceséw oczyszczania §ciekOw nie zawsze gwarantuje
optymalng jako$¢ wod w odbiorniku. Woda odprowadzana ze stacji oczyszczania moze nadal
zawiera¢ r6znego rodzaju substancje, ktore moga wptywaé negatywnie na ekosystem wodny
i zdrowie publiczne. Badania wskazuja na potrzebg cigglego doskonalenia technologii
oczyszczania $ciekow, z uwzglednieniem rosngcych wyzwan zwigzanych z substancjami
farmaceutycznymi, mikroplastikiem i innymi zanieczyszczeniami, ktore trafiaja do srodowiska
wodnego. Przesuwanie granic efektywnosci oczyszczania staje si¢ kluczowym elementem
ochrony ekosysteméw wodnych. Dodatkowo brak obowigzkowego monitoringu jakos$ci
mikrobiologicznej odprowadzanych $ciekow sprawia, ze ich ponowne wykorzystanie moze by¢
utrudnione. Nadzwyczaj waznym elementem w zwigzku z zagrozeniem niedoborem wody oraz
niska jakoscig wod powierzchniowych (odbiornikow $ciekOw oczyszczonych) jest osiggniecie
tak wysokiej jako$ci oczyszczonych $ciekow, aby mogly by¢ one bezpiecznie wprowadzone
Z powrotem do obiegu wodnego. Istotne jest, aby nie przyczyniaty si¢ do pogorszenia jakosci
wod w odbiornikach. W tym kontekscie kluczowe staje si¢ osiggniecie takiej jakosci
oczyszczania, ktora minimalizuje negatywne wplywy na §rodowisko wodne, jednoczes$nie
umozliwiajac ponowne wykorzystanie wody w zrOwnowazony i bezpieczny sposob. Realizacja
tego celu przyczynia si¢ do tworzenia zamknigtego obiegu wody, gdzie oczyszczone $cieki staja
si¢ zdatne do ponownego wykorzystania. Ostatecznym celem jest minimalizacja strat wody
I ograniczenie negatywnego wplywu na naturalne ekosystemy wodne. W ten sposdb oprocz
aspektow ekologicznych uwzglednia si¢ rowniez istotne kwestie ekonomiczne 1 spoteczne

zwigzane z efektywnym gospodarowaniem zasobami wodnymi.
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Nalezy pamigtac, ze okoto 60% dorzeczy w UE znajduje si¢ na terytorium réznych krajow
unijnych. Konieczne jest zatem, aby problemy zwigzane z gospodarka wodng
I zanieczyszczeniem wod rozwigzywane byty na poziomie catej Unii Europejskiej, m.in. w celu
unikniecia wzajemnie wykluczajgcych si¢ przepisow krajowych [3]. W tym kontekscie jakos¢
mikrobiologiczna $ciekOw oczyszczonych staje si¢ przedmiotem zainteresowania o0sOb
I instytucji, dazacych do jednoczesnego zaspokojenia potrzeb w zakresie ochrony §rodowiska
wodnego jak i efektywnego wykorzystania zasobow wodnych. W ramach holistycznego
podejécia do gospodarki wodnej, ktéore obejmuje srodki ochrony wody oraz efektywne
gospodarowanie nia, oczyszczone S$cieki z miejskich oczyszczalni stanowig niezbedna
alternatywe dla réznego rodzaju celow, w tym nawadniania w rolnictwie czy uzupelniania
warstwy wodonosnej, mogg by¢ takze przydatne w przemysle. Obecnie ponowne
wykorzystanie wody ma ogromny potencjat, ktdry pozostaje w duzej mierze niespozytkowany
w Europie [21]. Tymczasem zdolnos¢ Unii do reagowania na rosngcg presj¢ rozwigzania

problemu zwigzanego z deficytem wodnym moze si¢ przejawia¢ m.in. poprzez:

e promowanie ponownego wykorzystania oczyszczonych $ciekdw;

e nalozenie ograniczen w wykorzystywaniu jednolitych czesci wod powierzchniowych
i podziemnych;

e ograniczenie niekorzystnego wplywu S$ciekow  odprowadzanych do wod

powierzchniowych, przy zapewnieniu wysokiego poziomu ochrony srodowiska.

Ponowne wykorzystanie odzyskanej wody jest zgodne z promowang przez UE koncepcja
gospodarek o obiegu zamknigtym, uwzgledniajacg m.in. przywracanie z powrotem do obiegu
sktadnikéw odzywczych, takich jak azot, fosfor i potas. W ten sposob recykling wody moze
prowadzi¢ do zmniejszenia zapotrzebowania np. na dodatkowe nawozy.

Uwaza si¢, ze ponowne uzytkowanie odpowiednio oczyszczonych sciekow, pochodzacych
na przyklad z komunalnych oczyszczalni §ciekow, ma mniejszy wplyw na sSrodowisko niz inne
alternatywne zrédla zaopatrzenia w wodg, takie jak transfery wody lub odsalanie. Obecnie
ponowne wykorzystanie uzdatnionej wody stosowane jest jednak w krajach Unii Europejskiej
jedynie w ograniczonym zakresie. Wydaje si¢ to spowodowane gtdéwnie znacznymi kosztami
systemOw ponownego wykorzystania §ciekdw oraz brakiem wspdlnych, unijnych norm
srodowiskowych i zdrowotnych dotyczacych uzywania §ciekow w rolnictwie. Mowa tu
zwlaszcza o wprowadzeniu na rynek bezpiecznych produktéw rolnych, wolnych od

potencjalnych zagrozen dla zdrowia ludzkiego i1 srodowiska naturalnego.
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Spetnienie minimalnych wymogdéw dotyczacych ponownego wykorzystania wody musi
by¢ zgodne z polityka wodna Unii Europejskiej i przyczynia¢ si¢ do realizacji Agendy ONZ na
rzecz zrownowazonego rozwoju do 2030r., a zwlaszcza do osiagniecia celu 6, jakim jest
zapewnienie wszystkim ludziom dost¢pu do wody 1 odpowiednich warunkéw sanitarnych
poprzez zrownowazone gospodarowanie zasobami wody. Ponadto unijne uregulowania prawne
muszg by¢ zgodne z art. 37 Karty praw podstawowych Unii Europejskiej dotyczacym ochrony
srodowiska — wysoki poziom ochrony $rodowiska i poprawa jego jakosci muszg byc¢
zintegrowane z politykami krajow Unii i zapewnione zgodnie z zasadg zréwnowazonego
rozwoju [22,2].

W tym kontekscie zastosowanie biopreparatow jako Srodka ekologicznego zyskuje na
znaczeniu. Ich potencjat, ktory mozna spozytkowac dla poprawienia jakosci mikrobiologiczne;j
$ciekow oczyszczonych oraz dodatni wptyw na procesy rekultywacji wod sa tematami, ktore
zastuguja na szczegdlng uwage. Badania naukowcow zajmujacych si¢ tym zagadnieniem
wskazuja na korzysci z zastosowania biopreparatow w rekultywacji wod powierzchniowych,
procesach oczyszczania $ciekow, a takze sugeruja mozliwo$¢ ich wykorzystania w kontekscie
ponownego zagospodarowania $ciekoéw. Prace nad mikrobiologiczng rekultywacja
zanieczyszczonego zbiornika wodnego ,,Stoneczko” autorstwa J. Mazurkiewicza i zespotu [23]
czy badania nad biologicznymi metodami oczyszczania wdd, takie jak te prowadzone przez
J. Zamorska i I. Kielb-Sotkiewicz [24] w kontekscie biologicznego sposobu oczyszczania wod
powierzchniowych zanieczyszczonych odciekami przemystowymi, ukazuja ztoZzonos¢
i aktualno$¢ tego zagadnienia oraz otwieraja nowe perspektywy w poszukiwaniu skutecznych
rozwigzan. Warto zauwazy¢, ze wymagania dotyczace jakosci mikrobiologicznej wod stajg si¢
coraz bardziej rygorystyczne, co niesie za sobg potrzebe skutecznych metod poprawy jakosci
oczyszczonych $ciekow. Artykuly naukowe oraz stosowana w komunalnych oczyszczalniach
sciekow praktyka wskazuja na skuteczno$¢ wykorzystywania biopreparatow w procesach
oczyszczania SciekOw, m.in. w usuwaniu zwigzkoéw biogennych: azotu i fosforu, biodegradacji
substancji organicznych, usprawnieniu procesOw beztlenowych, eliminacji nieprzyjemnych
zapachow (odoréw), poprawie jakosci osadu czynnego czy zmniejszeniu ilo$ci osadow
wymagajacych usunigcia.

Zastosowanie biopreparatdéw moze przyczyni¢ si¢ nie tylko do skuteczniejszego usuwania
zanieczyszczen mikrobiologicznych (eliminacji patogenow) w procesach biologicznego
oczyszczania Sciekow — higienizacji sciekow oczyszczonych — ale takze do odbudowy zdrowej
mikroflory wodnej wod odbiornika (poprawa jakosci wod powierzchniowych), co

bezposrednio przelozy si¢ na realizacje¢ idei obiegu zamknigtego i1 wzrostu potencjatu
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ponownego wykorzystania $ciekow w cyklu. W zwiazku z powyzszym uzasadnione jest

podjecie tematyki obejmujacej ww. zagadnienia jako tematu rozprawy doktorskie;j.
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2. Teza, cel i zakres pracy

2.1.Teza i cel pracy
Teza glowna:

Mozliwa jest higienizacja $ciekéw bytowych pochodzacych z miejskich, komunalnych
oczyszczalni. Proces higienizacji jest rozumiany jako poprawa jakos$ci mikrobiologicznej
scieckow oczyszczonych, czyli redukcja liczebno$ci organizmow wskaznikowych, co

bezposrednio przektada si¢ na redukcje liczebno$ci mikroorganizmoéw patogennych.
Dodatkowe tezy badawcze:

e mozliwe jest zlagodzenie negatywnego wplywu odprowadzanych S$ciekow
oczyszczonych na jako$¢ wod odbiornika,;

e mozliwe jest wydtuzenie czasu skuteczno$ci dziatania zastosowanych procesow
dezynfekcji/higienizaciji;

e mozliwy jest wzrost potencjalu ponownego wykorzystania $ciekow poprzez
wykorzystanie klasycznych metod dezynfekcji $ciekow, takich jak ozonowanie
I promieniowanie ultrafioletowe, metod biologicznych — biopreparatow, oraz metod
stanowigcych potaczenie dwoch powyzszych;

e mozliwe jest wykorzystanie szybkich metod oznaczania mikroorganizmow
(luminometria, cytometria przeptywowa) w celu ustalania dawki stosowanego
dezynfektanta, co ma kluczowe znaczenie w szybkim reagowaniu na zmieniajace
si¢ parametry jakoSci $ciekow oczyszczonych 1 przeklada si¢ na zwigkszenie

bezpieczenstwa sanitarnego wod odbiornika.

Cel glowny:

Glownym celem pracy bylo wykazanie, ze stosowane metody dezynfekcji Sciekoéw
oczyszczonych w potgczeniu z dziataniem biopreparatéw mogg stanowié naturalng, bezpieczng
1 przede wszystkim skuteczng metode poprawy jakosci mikrobiologicznej $ciekow
oczyszczonych. Celem poprawy jakosci mikrobiologicznej $ciekow oczyszczonych byta —
w przypadku odprowadzania oczyszczonych $ciekéw do odbiornika — poprawa jakosci
mikrobiologicznej wod odbiornika, natomiast w przypadku $ciekéw przeznaczonych do
ponownego wykorzystania np. w rolnictwie, w przemysle, w ustugach komunalnych lub

winnych celach dotyczacych ochrony $rodowiska, zapewnienie jako$ci $ciekow
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odpowiadajacej obowigzujacym na terenie Unii Europejskiej przepisom, a tym samym

zapewnienie bezpieczenstwa sanitarnego mieszkancom.

Cele szczegolowe:

e okreSlenie skuteczno$ci dzialania biopreparatéw w poprawie jakosci
mikrobiologicznej §ciekow oczyszczonych;

e okreslenie efektywnosci dezynfekcji Sciekow z zastosowaniem promieniowania
UV i1 badanie stabilno$ci mikrobiologicznej po tym procesie;

e okreslenie efektywnos$ci ozonowania i stabilno$ci mikrobiologicznej sciekow po

procesie ozonowania.

Holistycznym celem pracy byl wklad w rozwoj zréwnowazonych praktyk gospodarki

wodnej obiegu zamknietego, przyczyniajacych si¢ do rozwigzania globalnych probleméow

zwigzanych z deficytem wodnym, powszechnym dostepem do czystej wody oraz zlym stanem

wod powierzchniowych.

2.2. Problem badawczy:

Juz jedna trzecia terytorium UE zmaga si¢ z problemem deficytu wodnego w okresie
catego roku, a w coraz wigkszej liczbie panstw odnotowuje si¢ sezonowe niedostatki
stodkiej wody oraz pogorszenie jej jakosci;

Tylko 44% wod powierzchniowych w Europie osigga dobry lub bardzo dobry stan
ekologiczny; odbiornikami $ciekdw oczyszczonych sa przede wszystkim wody
powierzchniowe, gtownie rzeki;

Zalecenia prawne, dotyczace wymogow jakosci $ciekow odprowadzanych
Z oczyszczalni $ciekow do odbiornikow, dotycza przede wszystkim parametrow fizyko-
chemicznych, w tym m.in. zawartos$ci biogendw (azotu i fosforu), ilosci zawarte] w
ciekach zawiesiny, wysokosci wskaznikéw charakteryzujacych BZTs czy ChZT;
zachowanie odpowiednich standardéw mikrobiologicznych, nie jest monitorowane,
poniewaz nie jest obowigzkowe na swiecie, W tym rowniez w Polsce;
Zanieczyszczenia mikrobiologiczne obecne w oczyszczonych $ciekach, pomimo bardzo
wysokiego stopnia redukcji, nadal mogg stwarza¢ znaczace zagrozenie dla jakosci wod
w odbiornikach tych $ciekow, a ponadto stanowia one:

- bezposrednie zagrozenie epidemiologiczne;
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- moga wywotywac reakcje alergiczne;
- dziata¢ toksycznie na cztowieka, zwierzgta lub $rodowisko.

e Dezynfekcja $cickow w Polsce nie jest powszechnie stosowana, poniewaz nie jest
obowigzkowa (z wyjatkami wskazanymi w Ustawie z dnia 7 czerwca 2001 r.
0 zbiorowym zaopatrzeniu w wodg i zbiorowym odprowadzaniu $cickow) [36];

e Stabilno$¢ mikrobiologiczna Sciekow oczyszczonych po procesie dezynfekcji nie jest
do konca znana. W literaturze pojawiajg si¢ tylko doniesienia o0 stabilno$ci
mikrobiologicznej wody przeznaczonej do spozycia. Nalezy jednak pamigtac, ze brak
stabilnosci biologicznej odprowadzanych $ciekéw oczyszczonych réwniez warunkuje
wtorny rozwdj mikroorganizmow i zwigzane z tym zagrozenia,

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady (UE) 2020/741 z dnia 25 maja
2020 r. w sprawie minimalnych wymogdéw dotyczacych ponownego wykorzystania
wody (wejscie w zycie: 26 czerwca 2023r.) okresla wymogi dotyczace jakos$ci
odzyskanej wody dla czterech klas, w zaleznosci od jej pdzniejszego wykorzystania
(cele rolnicze, przemystowe, $rodowiskowe), ktére obejmujg parametry
fizykochemiczne: BZTs, zawiesing ogdlng. Uwzgledniono roéwniez parametry

mikrobiologiczne — E.coli oraz inne, w tym Legionella spp., czy nicienie jelitowe.

2.3. Zakres pracy

Praca sktada si¢ z dwoch zasadniczych czesci — literaturowej i badawczej. W pierwszej

czesci literaturowej przedstawiono:

e o0bowigzujace w Polsce 1 za granicg regulacje prawne dotyczace oczyszczania
I dezynfekcji $ciekow;

e stosowane w kraju i na $wiecie praktyki dotyczace dezynfekcji sciekéw i ich
ponownego wykorzystania;

e Zzagrozenia mikrobiologiczne odptywow z oczyszczalni $ciekow;

e mozliwo$ci poprawy jako$ci mikrobiologicznej $ciekow w celu ich ponownego
wykorzystania;

e metody oznaczania mikroorganizmow.
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W drugiej czesci, W celu osiggniecia zatozonych celow oraz udowodnienia postawionych

tez zrealizowano nastepujace zadania:

przebadano mozliwosci wykorzystania biopreparatow w celu higienizacji $ciekow
oczyszczonych;

przebadano skuteczno$¢ dezynfekcji z zastosowaniem promieniowania UV
I 0zonowania oraz stabilno$¢ mikrobiologiczng Sciekdw po procesie dezynfekcji;
przebadano mozliwosci wykorzystania metod tgczonych: biopreparatdow w potaczeniu
z promieniowaniem UV oraz z ozonowaniem w celu eliminacji patogenéw, wydtuzenia
czasu skutecznej dezynfekcji oraz wzbogacenia $cieckow w mikroorganizmy, majace

wptynaé¢ na poprawe jakosci mikrobiologicznej odzyskanej wody.

W pracy do oznaczen mikrobiologicznych wykorzystano zaréwno tradycyjne metody

hodowlane, jak i nowoczesne techniki szybkiego oznaczania, takie jak cytometria przeptywowa

(FCM), reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) oraz luminomentria (ATP).
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3. Obowiazujace w Polsce i za granicq regulacje prawne dotyczgce oczyszczania

I dezynfekcji $ciekow

Oczyszczanie $ciekow stanowi kluczowy element praktyki eksploatacyjnej w gospodarce
wodno-scickowej, obejmujacy szeroki zakres dzialan majacych na celu utrzymanie
bezpieczenstwa srodowiska naturalnego i ochrong zdrowia publicznego. Od chwili utworzenia
Unii Europejskiej kwestie zwigzane z ochrong Srodowiska, zwlaszcza dotyczace wody
(zarowno jej jakosci, jak 1 ilosci), podlegaja dokladnemu uregulowaniu wspolnotowemu.
Szczegdlowe postanowienia dotyczace standaryzacji dziatan w tym obszarze sg zawarte
w dyrektywach skierowanych do wszystkich panstw cztonkowskich i zobowigzujacych do
osiggnigcia okreslonych celow w $cisle okreslonym czasie. Do dzi$ przyjeto kilkanascie aktow
prawnych, w tym kilka dyrektyw, regulujacych kwestie jakosci wod rzecznych oraz wody pitnej
— tzw. normy czystosci [25].

W Europie wdrozono wiele dyrektyw dotyczacych jakosci wody i oczyszczania $ciekow,
takich jak: 75/440/EWG, 76/160/EWG, 78/659/EWG, 79/923/EWG i 98/83/WE. W celu
zapewnienia jako$ci oczyszczonych S$ciekéw stosuje si¢ takze dyrektywy 76/464/EWG,
91/271/EWG i 91/676/EWG. Przepisy prawne Unii Europejskiej w zakresie odprowadzania
I oczyszczania Sciekow komunalnych sg szczegotowo okres$lone, zwlaszcza przez Dyrektywe
Rady UE z dnia 21 maja 1991 r. (91/271/EWG) dotyczacg oczyszczania Sciekow komunalnych,
bedaca kluczowym aktem prawnym w obszarze ,,Jakosci wod” [26]. Reguluje ona zbieranie,
oczyszczanie 1 odprowadzanie §ciekow komunalnych oraz oczyszczanie i1 odprowadzanie
sciekow z przemystu rolno-spozywczego. Gloéwnym celem przepiséw jest ochrona srodowiska
wodnego przed szkodliwym wptywem emis;ji. Peini ona kluczowa role w gospodarce Sciekowe]
oraz w ochronie srodowiska wodnego, zwtaszcza w odniesieniu do wod powierzchniowych, do
ktorych kierowane s3a oczyszczone S$cieki. Jest to jedna z najkosztowniejszych
I najtrudniejszych do wdrozenia dyrektyw Unii Europejskiej, definiujgca szereg pojec
zwigzanych z gospodarka Sciekowa, wprowadzajgca konieczno$¢ zapewnienia kanalizacji
zbiorczej 1 komunalnych oczyszczalni $ciekow dla gmin oraz regulujaca metody i technologie
oczyszczania $ciekow.

W Polsce, pelnoprawnym cztonku Unii Europejskiej, konieczne byto dostosowanie prawa
krajowego do standardow unijnych. W ramach wdrazania prawa unijnego przepisy krajowe
musiaty by¢ dostosowane do ponad 80 dyrektyw jedynie w obszarze ,,$rodowisko”. W chwili
przystapienia do Unii Europejskiej Polska zobowigzata si¢ rowniez do spelnienia wymagan

Dyrektywy Rady 91/271/EWG [26]. Dlatego utworzono Krajowy Program Oczyszczania
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Sciekéw Komunalnych (KPOSK), majacy na celu uregulowanie kwestii zwiazanych
z gospodarka $ciekowa oraz nadanie priorytetu ich realizacji, aby spelni¢ stosowne
zobowigzania. Przepisy omawianej dyrektywy zostaly wdrozone do prawa krajowego
i odzwierciedlajg si¢ w wielu ustawach i rozporzadzeniach regulujacych gospodarke wodna.
W 2000 roku przyjecie Ramowej Dyrektywy Wodnej 2000/60/WE [27] (Water Framework
Directive) zakonczyto pewien etap w okreslaniu polityki wodnej UE [25,5]. Europejski Zielony
Lad rozpoczyna kolejny etap batalii na rzecz eliminacji zanieczyszczen, ktorej celem jest
neutralno$¢ klimatyczna i zrbwnowazony rozwoj UE [28]. W komunikacie prasowym Rady
Unii Europejskiej ze stycznia 2024 r. czytamy, ze Rada i Parlament Europejski porozumiaty si¢
w sprawie jednej z propozycji ,,regulacyjnego pakietu” dotyczacego nowelizacji dyrektywy
0 oczyszczaniu $ciekoéw komunalnych (nowe przepisy o skuteczniejszym oczyszczaniu
i monitorowaniu). Jeden z zapisow dotyczy wdrozenia do 2039 r. i 2045 r. przez panstwa
cztonkowskie stosowania oczyszczania §ciekOw trzeciego (tj. usuwania azotu i fosforu)
I czwartego (tj. usuwania szerokiego spektrum mikrozanieczyszczen) stopnia w wigkszych

zaktadach o RLM wynoszacej co najmniej 150 000 [29].

Do krajowych aktéw prawnych zwigzanych z gospodarka wodno-§ciekowa 1 osadami

komunalnymi naleza przede wszystkim:

1. Ustawa z dnia 20 lipca 2017 r. Prawo wodne — stanowi kluczowy akt prawny regulujacy
kwestie zwigzane z gospodarka wodng, w tym gospodarka wodno-$ciekowa. Okresla
zasady zarzadzania zasobami wod, ochrony przed powodzig, korzystania z wdd, oraz
zagadnienia zwigzane z ochrong i uzytkowaniem waod.

2. Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. Prawo ochrony §rodowiska — reguluje szeroko pojete
kwestie ochrony $rodowiska, w tym roéwniez zagadnienia zwigzane z gospodarka
wodno-scieckowg. Okre$la m.in. standardy jakosci wod, wymogi dotyczace
oczyszczania §ciekdw, 1 procedury oceny oddziatywania na srodowisko.

3. Ustawa z dnia 7 czerwca 2001 r. o zbiorowym zaopatrzeniu w wode 1 zbiorowym
odprowadzaniu $ciekéw — to kluczowe rozporzadzenie dotyczace zbiorowego
zaopatrzenia w wod¢ oraz zbiorowego odprowadzania $ciekow, okreslajace prawa
i obowigzki podmiotow zarzadzajagcych systemami wodno-$cickowymi; reguluje
rowniez kwestie dezynfekcji Sciekow szpitalnych [36].

4. Ustawa z dnia 13 wrze$nia 1996 r. o utrzymaniu czystosci i porzadku w gminach —

reguluje przede wszystkim kwestie zwigzane z indywidualnymi systemami
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gospodarowania nieczystosciami cieklymi na terenie prywatnych, nieskanalizowanych
nieruchomosci.

5. Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 18 listopada 2014 r. w sprawie warunkow,
jakie nalezy spetni¢ przy wprowadzaniu sciekow do wod lub do ziemi oraz w sprawie
substancji szczeg6lnie szkodliwych dla srodowiska wodnego.

6. Rozporzadzenie Ministra Budownictwa z dnia 14 lipca 2006 r. w sprawie sposobu
realizacji obowiazkéw dostawcow Sciekdw przemystowych oraz warunkow
wprowadzania $ciekow do urzadzen kanalizacyjnych.

7. Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Sroédladowej z dnia 12 lipca
2019 r. w sprawie substancji szczegdlnie szkodliwych dla srodowiska wodnego oraz
warunkéw, jakie nalezy spetni¢ przy wprowadzaniu do wod lub do ziemi $ciekow,
a takze przy odprowadzaniu wod opadowych lub roztopowych do wod lub do urzadzen
wodnych.

8. Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Sroédladowej z dnia 27 lipca
2018 r. w sprawie sposobu wyznaczania obszaréw i granic aglomeracji.

9. Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 6 lutego 2015 r. w sprawie komunalnych

osadow $ciekowych [150].

W celu zapewnienia bezpieczenstwa sanitarnego 1 dobrej jako$ci mikrobiologicznej wod
znaczacym krokiem w europejskich dziataniach jest unijny kierunek dot. recyklingu $ciekow,
majacy na celu ich ponowne wykorzystanie. Zdolno$¢ UE do sprostania nasilajacej si¢ presji
na zalagodzenie probleméw zwigzanych z deficytem wodnym moze wzrosna¢ dzigki
ponownemu wykorzystaniu oczyszczonych S$ciekéw, co przetozy si¢ na ograniczenie
eksploatacji jednolitych cze$ci wod powierzchniowych i podziemnych oraz zmniejszy wptyw
Zrzutdw oczyszczonych $ciekéw do wod powierzchniowych. Poprawe obecnego stanu mozna
osiggng¢, promujac ochrone zasobéw wody poprzez ponowne wykorzystanie Sciekow
komunalnych przy zapewnieniu wysokiego poziomu ochrony srodowiska.

18 lipca 2007 r. Komisja Europejska wydata komunikat w sprawie ,,Rozwigzania problemu
dotyczacego niedoboru wody i susz w Unii Europejskiej”. W dokumencie tym ustanowiono
hierarchi¢ srodkow, ktore panstwa cztonkowskie powinny rozwazy¢ w przypadku niedoboru
wody oraz wystgpienia suszy. Wynika z niego, ze w sytuacji, gdy dla danego regionu
zastosowano wszystkie $rodki zapobiegawcze (zgodnie z przyjeta hierarchig) 1 gdy nadal
zapotrzebowanie na wode przewyzsza podaz, po nalezytym rozwazeniu kosztow i korzySci

w okreslonych okolicznosciach, dodatkowa infrastruktura wodociggowa moze stuzy¢ jako
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alternatywna metoda tagodzenia skutkéw powaznej suszy. 9 pazdziernika 2008 r. przyjeto
rezolucje W sprawie sposobu rozwigzania problemu dotyczacego niedoboru wody i susz w Unii
Europejskiej, a 14 listopada 2012 r wydano komunikat Komisji: ,,Plan ochrony zasobdéw
wodnych Europy”, ktory wskazuje na potrzebe uregulowania standardow ponownego
wykorzystania wody na szczeblu UE w celu usuniecia barier w rozpowszechnianiu
alternatywnych zrodet zaopatrzenia w wode, czyli takich, ktore moglyby przyczyni¢ sie¢ do
zmniejszenia niedoboru wody i ztagodzenia podatnos$ci na zagrozenia systemow podazy wody.
Nastepnie W komunikacie ,,Zamknig¢cie obiegu - plan dziatania UE dotyczacy gospodarki
0 obiegu zamknietym” z 2 grudnia 2015r. Komisja Europejska zaproponowata promowanie
ponownego wykorzystania oczyszczonych $ciekow, w tym propozycje legislacyjne okreslajace
minimalne wymagania w kwestii ponownego wykorzystania wody. Zobowigzata si¢ rowniez
do podjecia szeregu dziatan utatwiajacych ponowne uzytkowanie uzdatnionych Sciekow.
Celem przyjetego rozporzadzenia dotyczacego ponownego wykorzystania $ciekow jest
utatwienie, we wszystkich sytuacjach, w ktoérych ponowne uzycie wody jest wiasciwe
I optacalne, regut jej stosowania poprzez stworzenie skutecznych ram prawnych [1].
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2020/741 [2] w sprawie
minimalnych wymogdéw dotyczacych ponownego wykorzystania wody, zostalo przyjete 25
maja 2020r. i po uptywie trzyletniego vacatio legis, zaczg¢to obowigzywac wszystkie kraje
cztonkowskie (0d 26 czerwca 2023 r.). Obecne wytyczne dotyczace ponownego wykorzystania
sciekdw obejmuja cztery gldwne obszary, w zaleznos$ci od zastosowania/ponownego uzycia.
Sa to: normy fizykochemiczne, normy mikrobiologiczne, procesy oczyszczania $ciekow
(technologie) oraz techniki nawadniania. Stopien zaawansowania procesOw i poziom kontroli
zaleza od konkretnego zastosowania (np. nawadnianie zieleni/krajobrazu czy upraw
rolniczych) oraz charakterystyki samej uprawy (przeznaczona do spozycia po przegotowaniu
lub w formie surowej). Systemy irygacyjne sa ogolnie klasyfikowane zgodnie z ich
potencjalnym wplywem na zdrowie ludzi, z uwzglgdnieniem dtugotrwatych i krotkotrwatych
ekspozycji takich jak nawadnianie z gory czy za pomocg systemow kropelkowych. Najwyzsze
standardy uzdatniania sg zawsze wymagane przy nawadnianiu upraw paszowych. Zagrozenia
dla zdrowia, zaréwno te zwigzane z mikroorganizmami chorobotwdrczymi, jak i sktadnikami
fizykochemicznymi, muszg by¢ uwzgledniane zwlaszcza wowczas, gdy odzyskana woda jest
uzywana do posredniego uzupetniania naturalnych zasobéw [30]. Omawiane rozporzadzenie,
ktore jest w petni zgodne z ideg gospodarki o obiegu zamknigtym, ma na celu poprawe

dostepnosci wody i sktonienie do jej wydajniejszego wykorzystywania [31].
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4. Dezynfekcja $ciekow i ich ponowne wykorzystanie — praktyki stosowane w kraju
I na §wiecie

4.1.Dezynfekcja SciekOw w kraju i na Swiecie

W Polsce praktyka eksploatacyjna oczyszczania $ciekéw nie obejmuje powszechnej, ciaglej
dezynfekcji  $ciekdw  oczyszczonych w  komunalnych  oczyszczalniach. Pomimo
zadowalajacych, spetniajacych ~ wymagania  unijnej dyrektywy, wskaznikow
fizykochemicznych, brak cigglej dezynfekcji moze prowadzi¢ do zlej kondycji wod
powierzchniowych i stale pogorszajacej si¢ jakosci mikrobiologicznej wod odbiornika [32]
(zgodnie z wynikajaca z Rozporzadzenia [33] Klasyfikacja jakosci wod w Polsce).

Zgodnie z ustawg o zbiorowym zaopatrzeniu w wodg 1 zbiorowym odprowadzeniu §ciekow
w Polsce obowigzkowo dezynfekowane sg $cieki pochodzace ze stacji krwiodawstwa, szpitali,
zamknietych placowek lecznictwa (zajmujacych si¢ chorobami zakaznymi). Bakterie szpitalne
sa $miertelne, poniewaz czgsto ulegaja mutacji, aby uodporni¢ si¢ na antybiotyki. Z analizy
sciekow szpitalnych odprowadzanych do kanalizacji wynika, ze zawieraja one m.in.: bakterie
Escherichia coli, enterokoki, wirusy zapalenia watroby, HIV i wiele bakterii uodpornionych na
antybiotyki. Drobnoustroje te dostaja si¢ do oczyszczalni $ciekow, gdzie przezywaja
I przedostajac si¢ do rzek, zanieczyszczaja wody powierzchniowe. Nastepnie, dezynfekcji
podlegaja S$cieki pochodzace z zaktadow leczniczych dla zwierzat oraz laboratoriow
prowadzacych badania z materiatem zakaznym pochodzacym od zwierzat [34,35].

W odniesieniu do zaktadéw przemystowych dezynfekcja jest wymagana, gdy $cieki
zawierajg roznego rodzaju substancje szczegdlnie szkodliwe. Dlatego obowigzkowej
dezynfekcji podlegaja Scieki przemystowe m.in. z garbarni, rzezni i1 zaktadéw utylizacyjnych.
Niektore kraje europejskie stosuja czeSciowa dezynfekcje $ciekdw odprowadzanych
Z oczyszczalni lub dezynfekuja $cieki w okreslonych porach roku. Praktyka eksploatacyjna
dezynfekcji sciekow w kraju 1 na §wiecie zostala szeroko opisana przez Michatkiewicz 1 in.
w publikacji ,,Dezynfekcja Sciekow” [35]. Autorzy wskazuja, ze dezynfekcje stosuje sig
rowniez do: $ciekow i osadow posciekowych przed ich wykorzystaniem w rolnictwie, np. do
nawadniania lub jako nawoéz; $ciekdw oczyszczonych wykorzystywanych do uzupetnienia
warstwy wodonosnej; oczyszczonych $ciekow pochodzacych z instytutow badawczych
inzynierii genetycznej 1 organizmow genetycznie zmodyfikowanych (GMO). Ponadto
dezynfekowane s3 rowniez $cieki rozprowadzane na terenach rekreacyjnych — $cieki
komunalne moga stanowi¢ potencjalne Zrédlo zanieczyszczen na plazach i w kapieliskach;

mogg takze prowadzi¢ do infekcji uszu 1 oczu podczas aktywnosci sportowych takich jak
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ptywanie czy nurkowanie [35]. Awaryjnie dezynfekowane sa rowniez S$cieki miejskie
w sytuacjach takich jak wybuch epidemii, awarie oczyszczalni czy zbyt niskie stany wody

w odbiorniku.
4.2. Ponowne wykorzystanie $ciekdw oczyszczonych

Scieki bytowe od wiekow byly zagospodarowywane do réznych celéw na catym $wiecie.
W zaleznos$ci od ilosci zasobow wodnych i zamoznosci kraju ich wykorzystanie obejmuje
rozmaite dziedziny zycia spotecznego, a recyklingowi podlegaja roznej jakosci Scieki po
roznych stopniach uzdatniania: zdezynfekowane, oczyszczone lub jedynie podczyszczone.

Pierwsze historyczne doniesienia o0 ponownym wykorzystywaniu $ciekéw do nawadniania
siggaja czasé6w minojskich (ok. 3200-1100 p.n.e.), i dotycza obszaréw Krety, Hellady,
Mohenjo-Daro (ok. 26001900 p.n.e.) oraz doliny Indusu [36,37]. W pdzniejszych stuleciach
w hellenistycznych Atenach stosowane byty roznego rodzaju dreny i kanaty §ciekowe, stuzace
do odprowadzania zaréwno wody deszczowej, jak 1 §ciekow zebranych na terenie miasta do
zbiorczego zbiornika zlokalizowanego poza granicami metropolii [38]. Nastepnie z tego basenu
$cieki odprowadzan0 przewodami na tereny rownin rolnych i wykorzystywano do ich
nawadniania. Podobne systemy istnialy w potudniowo-wschodniej czesci Akropolu [39].
W latach 1500-1800 zaczgto tworzy¢é pierwsze tzw. ,,gospodarstwa kanalizacyjne”
lokalizowane w poblizu duzych miast Europy Srodkowej, stanowigce probe ochrony zdrowia
publicznego i kontroli naturalnych zanieczyszczen systemow wodnych [40]. Wielka epidemia
cholery i duru brzusznego w Anglii w latach 1830-1850 i jej zwiazek z zanieczyszczeniem
zrodet wody Sciekami surowymi uwypuklila potrzebe sanitacji i ochrony zasobéw wodnych.
Wydarzenia te zmotywowaly Agencj¢ Zdrowia Publicznego do ustalenia zasad sanitarnych
i polityki $rodowiskowej, majacych na celu ochron¢ zdrowia publicznego [40,41].
Funkcjonujace oczyszczalnie $ciekow w wigkszosci przypadkow stuzyty jednak tylko jako
miejsca gromadzenia $ciekow, a nie ich efektywnego oczyszczania i poézniejszego ponownego
wykorzystywania [42].

Pierwsze projekty ponownego uzytkowania wody byly realizowane w Stanach
Zjednoczonych — w Kalifornii i na Florydzie — juz na poczatku XX wieku. Niedobor wody
I korzysci z jej recyklingu dla plonéw rolnych byly gtéwnymi czynnikami sprzyjajacymi
rozwojowi tej praktyki. Wiadze stanu Kalifornia dostrzegly korzysci $rodowiskowe oraz
ekonomiczne (uwzgledniajac tez potencjalne zagrozenia dla zdrowia ludzkiego) i w 1918 roku
przygotowaly pierwsze przepisy regulujace recykling wody w rolnictwie (California State
Board of Health [43,44]. Regulacje, opracowane przez Kalifornijski Departament Zdrowia
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Publicznego, do dzi$§ uznawane sg za najbardziej rygorystyczne prawodawstwo dotyczace
dezynfekcji $ciekow na $wiecie [45]. Koncepcja norm opracowanych w Kalifornii, ktore
zaktadaja eliminacj¢ zagrozen dla zdrowia publicznego, opiera si¢ na kilku zalozeniach:
e warto$ci graniczne wskaznikow zanieczyszczen wod naturalnych, przeznaczonych na
cele rekreacyjne, powinny by¢ 500 razy wyzsze niz wskazniki wody pitnej;
e zachowanie tych warto$ci eliminuje ryzyko wystgpienia zachorowan i stanu epidemii;
e cwentualne przekroczenia tych wartosci w wodach stonych zdarzajg sie tylko

w przypadku naglych zanieczyszczen wod.

Stosowanie tych wytycznych wymaga zatem obowigzkowego wprowadzenia procesu
dezynfekcji $ciekow [35]. Na calym $wiecie istnieje co najmniej 60 krajow stosujacych rozne
rodzaje ponownego wykorzystania wody. Trudno jednoznacznie wskazaé, ktore z nich
odzyskuja najwigksza ilo$¢ $ciekow (m.in. z uwagi na bardzo ograniczone dane w tym
zakresie). Trudno réwniez poréwnaé efektywno$¢ odzysku m.in. ze wzgledu na réznice w
wielko$ci populacji czy obszaru danego kraju. Przyklady ponownego wykorzystania
odzyskanej wody w roéznych panstwach umieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Ponowne wykorzystanie $ciekow i cele na przysztos¢. Przyktady z kraju i ze $wiata
[opracowanie wlasne na podstawie danych literaturowych]

Kraj Sposob ponownego wykorzystania Lit.

Oczyszczalnia $ciekow AQUA Bielsko-Biata — uzupelianie wody w stawach | 46,
rybnych i procesach technologicznych. 47
Gmina Gotuchow — stosowanie oczyszczonych $ciekow do nawadniania
systemem zalewowym upraw wierzby energetyczne;j.

W Lodzi oczyszczone $cieki z oczyszczalni miejskiej sg uzywane do chtodzenia
elektrocieptowni — EC Lodz.

W Krakowie oczyszczone $cieki stosuje si¢ do chtodzenia kominow elektrowni,
Polska a takze do mycia ulic.

W Poznaniu oczyszczone $cieki sa wykorzystywane do produkcji pary wodnej
w Elektrowni ,,Zawadzkie”.

Wkroétce zostanie uruchomione najwigksze tego typu przedsigwzigcie — Projekt
Blue Bridge, w ktérym ptocka oczyszczalnia bedzie wykorzystywata najnowsze
technologie oczyszczania, w tym m.in. oczyszczanie membranowe oraz
adsorpcje weglowa. Dzieki tym procesom uzyskana woda bedzie spetniata
normy jakosciowe i1 bedzie nadawala si¢ do ponownego uzytkowania W
procesach produkcyjnych Orlenu.

46% catkowitej rocznej ponownej redystrybucji wody jest wykorzystywane w | 48
rolnictwie.
Kalifornia | w 2023 r. wladze stanu Kalifornia zatwierdzily przepisy zezwalajace | 49

przedsigbiorstwom wodociggowym na recykling Sciekdéw i udostgpnianie ich
jako wody pitnej.
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Floryda 44% catkowitej rocznej ponownej redystrybucji wody uzywa si¢ do celow | 49
rolniczych.
Kraj zaspokaja obecnie 30% swojego zapotrzebowania na wodg poprzez odzysk | 50,
Singapur ciekow i dazy do zwigkszenia wskaznika ponownego wykorzystania do 55% | 51,
do 2060 . 52,
Projekt NEWater. 53
1zrael Wskaznik ponownego wykorzystania $ciekow w 2015r. wynosit ponad 80% | 51,
sciekow bytowych pochodzacych z gospodarstw domowych. 94
Dezynfekuje sie S$cieki pochodzace z oczyszczalni znajdujacych sie w | 55,
Francja bezposrednim sgsiedztwie plaz (zazwyczaj stosuje sie¢ w tym celu dwutlenek | 35
chloru).
Dezynfekuje si¢ $cieki (z wykorzystaniem promieniowania ultrafioletowego), | 56,
Niemcy zwlaszcza w celu utrzymania higieny sanitarnej miejskiego basenu, ktory | 35
Monachium | znajduje si¢ nad rzeka Saara, ponizej strumienia oczyszczonych S$ciekow
odprowadzanych z tego obiektu.
Portugalia Obszar nawadniany oczyszczonymi Sciekami mieSci si¢ w przedziale od 35 000 | 56
do 100 000 hektaréw, zaleznie od czasu retencji zbiornika na $cieki.
Cypr 38 200 hektarow jest nawadnianych oczyszczonymi $ciekami. 16
Wiochy Gtownym zastosowaniem S$ciekdw jest nawadnianie obejmujace 28 285 | 16
hektarow.
Okoto 70% s$ciekow jest uzywane do nawadniania (41% do nawadniania | 57,
Hiszpania rolniczego, okoto 31% do nawadniania pol golfowych i parkéw publicznych), | 58,
17% do celéw srodowiskowych, 7% do celéw rekreacyjnych, 4% do uzytku | 59,
miejskiego, 0,3% do celow przemystowych. 60
Belgia, Projekty wykorzystujace odzyskana wode¢ do celow pitnych: Torreele/Stwe, 61
Flandria zaktad André w Belgii oraz zaktad w Langford w Essex w Wielkiej Brytanii,
Wielka_ zaopatrujace gospodarstwa domowe w oczyszczone Scieki wttaczane wezesniej 33
Egetfma’ do przybrzeznej warstwy wodonosnej.
Odzyskane $cieki wykorzystywane sa m.in. w rolnictwie i ksztalttowaniu | 62,
krajobrazu, w branzy chtodniczej, jako woda uzupeniajgca do ¢éwiczen | 63,
Katar przeciwpozarowych, w zastosowaniu niezdatnym do picia m.in. w | 64
budownictwie (np. mieszanie betonu) i robotach drogowych oraz do sptukiwania
urzadzen sanitarnych.
Cel: zwigkszenie wskaznika recyklingu $ciekow o ponad 90%; oczekuje sig, ze | 65
ponowne wykorzystanie wody w sektorze rolnym wzro$nie prawie 1,3-krotnie
) do 2035 r. Podobny wzrost przewiduje si¢ rowniez w sektorze ksztaltowania
Arabia krajobrazu, gdzie przyblizona wysokos¢ ponownego wykorzystania w 2035 r.
Saudyjska | ma wynies¢ 560 mln m3/rok. Rokowania wskazujg, ze poza tymi dwoma
obszarami ponowne wykorzystanie $ciekow w sektorze przemystowym bedzie
stanowi¢ okoto 13% catkowitego ponownego wykorzystania wody i wyniesie
okoto 2130 mln m®rok w 2035 r.
Tunezja Wyznaczono dtugoterminowe cele polegajace na nawodnieniu ponad 25 000 ha | 66
i uzupetnieniu warstw wodono$nych 30 milionami m® oczyszczonych $ciekow.
Abu Zabi | Wizia Srodowiskowa 2030 zaktada recykling 100% oczyszczonych $ciekow do | 55

2030 .
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W pordéwnaniu ze stosowang praktyka recyklingu $ciekow niektorych bogatych panstw
pozaeuropejskich ponowne wykorzystanie wody w Unii Europejskiej jest nadal niskie [67] —

w 2021r. wynosito zaledwie 1,7 miliarda m?®

, czyli mniej niz 5% catkowitej ilo$ci
wytwarzanych $ciekéw 1 mniej niz 1% catkowitego poboru wody w UE. Z wyjatkiem
nawadniania do celow rolniczych w Hiszpanii, Wtoszech i innych krajach srodziemnomorskich
ponowne wykorzystanie wody w UE jest niewielkie, gtownie ze wzgledu na wystarczajaca
(jeszcze) dostepnos¢ wody ze zrodet konwencjonalnych oraz wysokie koszty [59].

Nalezy mie¢ $wiadomo$¢ panujacych na $wiecie dysproporcji. Ponad 80% $ciekow
w Europie jest poddawana procesom oczyszczania [68,69,70,68] (jak podajg inne zrodta, ponad
94% populacji zamieszkanej w Unii Europejskiej jest podtaczone do jednej z istniejacych
komunalnych oczyszczalni $ciekéw, zgodnych z dyrektywa EWG/91/271 [52,71,72,73].
Sytuacja na $wiecie, szczegdlnie w krajach rozwijajacych si¢, wyglada zgota inaczej. Jak
zauwaza Rodriguez-Villaneuva i in.[59], na $wiecie okoto 80% $ciekow odprowadza si¢ do
odbiornikow wodnych bez wczesniejszego oczyszczenia. Oczyszczanie Sciekow szacuje sie na
poziomie 70%, 38%, 28% 1 8% odpowiednio w krajach o wysokim, §rednim wyzszym, srednim
nizszym oraz niskim dochodzie.

Pomimo zbiorowych wysitkow podjetych na catym $wiecie zrodta wody pitnej dla co
najmniej 2 miliardow ludzi sg skazone fekaliami — co roku to przyczyna ponad poét miliona
zgonow z powodu biegunki (wickszo§¢ w krajach rozwijajacych si¢ [74]). Niedobor wody
stanowi palacy problem, ktory neka obszar Bliskiego Wschodu i Afryki Potnocnej, tzw. region
MENA (ang. Middle East and North Africa) — ponad dwie trzecie z 20 krajow o najwigkszym
niedoborze wody znajduje si¢ w tym regionie [75]. Inne zrodta [76] wskazuja, ze co najmniej
12 krajéw w regionie arabskim i Azji Zachodniej posiada mniej niz 500 m*® odnawialnych
zasobow wody na mieszkanca/rok. Droogers i in. [77] juz w 2012 r. przewidywali, ze niedobor
wody w regionie MENA wzro$nie w latach 2041-2050 o okoto 290% w poréwnaniu
z niedoborem wynoszacym 42 000 mln m®rok w latach 2001-2010. Biorac pod uwage $redni
szkodliwy wptyw zmian klimatycznych, przewidywano, ze rozbieznos¢ w poziomie wody
w MENA bedzie w przyblizeniu czterokrotna lub wigksza w latach 2041-2050 [76,78,78]. Na
podstawie prognoz rocznego zapotrzebowania na wodg do roku 2050 wynika, ze sektor rolniczy
jest 1 bedzie najwiekszym konsumentem wody w ciggu najblizszych kilkudziesigciu lat.
Obecnie zapotrzebowanie na wod¢ w regionie MENA przekroczyto juz jej naturalne zasoby

0 20% [76,55].
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Jest oczywiste, ze zapotrzebowanie na $cieki jako zrodlo nawadniania bedzie wzrastac
szybciej w suchych i1 potsuchych regionach krajéw rozwijajacych si¢. Postep w zakresie
rozwigzan prawnych i technologii moze zapewni¢ adekwatne dostawy wody, jak roéwniez
bezpieczne zarzadzanie odpadami. Dlatego kluczowymi kwestiami technicznymi
i politycznymi w krajach rozwijajacych si¢ sa lepsze zarzadzanie nieoczyszczonymi $cickami
w gospodarstwach rolnych i1 spoteczno$ciach wiejskich, promowanie praktyk rolniczych
I upraw w miejscach, gdzie $cieki stanowig gldwne zroédlo nawadniania, a takze rozwijanie
skutecznych strategii ochrony pracownikow i konsumentéw przed patogenami oraz
potencjalnie szkodliwymi substancjami chemicznymi zawartymi w S$ciekach. Wysitki
techniczne i1 polityczne majace na celu poprawe procesOw oczyszczania, dystrybucji oraz
zarzadzania $ciekami przyniosg korzys$ci poprzez lepsze gromadzenie przez wtadze krajowe
i regionalne danych dotyczacych produkcji, oczyszczania, unieszkodliwiania oraz ponownego

wykorzystania Sciekow [10].
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5. Zagrozenia mikrobiologiczne odplywow z oczyszczalni $ciekow

5.1. Scieki i ich oczyszczanie

Odbiornikami §ciekéw oczyszczonych sg przede wszystkim wody powierzchniowe, w tym
rzeki doptywajace do Morza Baltyckiego oraz w mniejszym stopniu bezposrednio samo Morze
Baltyckie. Jak wspomniano we wstepie do pracy, tylko 44% waod powierzchniowych w Europie
osigga dobry lub bardzo dobry stan ekologiczny, a stan morz otaczajgcych kontynent okreslany
jest jako zty [79]. Polska, jako jedno z panstw nadbaltyckich, zobowigzana jest do
respektowania wytycznych Konwencji o ochronie $rodowiska morskiego regionu Morza
Battyckiego [80]. Kluczowym jej celem jest minimalizacja w wodach Battyku zjawiska
eutrofizacji, powodowanego przez nadmiar biogendéw, pochodzacych przede wszystkim ze
sciekow. W trakcie negocjacji poprzedzajacych przystapienie Polski do Unii Europejskiej
ustalono, ze cate terytorium Polski stanowi 99,7% zlewni Morza Baltyckiego, w zwiazku
z czym kwalifikuje si¢ do obszarow tzw. wrazliwych. Oznacza to obowigzek redukcji
uwalnianych ze S$ciekami zwigzkow azotu i1 fosforu, a takze substancji ulegajacych
biodegradacji. Tabela 2 podsumowuje liczbe zanieczyszczeh odprowadzanych do Morza Battyckiego
wraz z rzekami (odbiornikami Sciekow).

Tabela 2. Wielkos¢ tadunku zanieczyszczen/Odptyw substancji organicznych i biogennych rzekami

wprowadzany do wod Morza Battyckiego za posrednictwem rzek w tysigcach ton na rok;
zrédio: [81,82].

2010 |2011 2012 | 2013 2014 |2015 |2017 |2018 |[2019 |2020 |2021

Doplyw zanieczyszczen rzekami do Battyku [tys. Mg/rok]
BZT: 263,7 |170,4 [109,8 |149,3 [108,0 [88,2 |107,7 |148,9 |98,42 |101,19]136,5
Azot 3226 |191,8 |1034 |170,3 |112,8 |76,6 |189,6 |140,9 |89,72 |98,54 |136,0
og6lny
Fosfor 16,2 [10.4 6,7 10,5 10,8 |48 7,6 7.7 481 |527 |6,40
og6lny

Brak danych za rok 2016 oraz 2022 [83,82,83]

Osiagnigcie oczekiwanego efektu oczyszczania $ciekOw, nazywanego takze stopniem
oczyszczania lub sprawno$cia oczyszczalni S$ciekOw, jest rezultatem analizy rodzaju
zanieczyszczenh oraz charakterystyki $ciekéw dostarczanych do oczyszczalni przy
jednoczesnym uwzglednieniu warunkow, jakim powinny odpowiadac Scieki odprowadzane do
odbiornika. Jako$¢ oczyszczonych $ciekdéw musi by¢ zgodna z normami okreslonymi

W odpowiednich aktach prawnych, takich jak Rozporzadzenie dotyczace warunkow
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wprowadzania §ciekdw do waod lub do ziemi, a takze regulacje dotyczace substancji szczegolnie
szkodliwych dla srodowiska wodnego.

Po roku 1990 Polska zmienita podejscie do procesu oczyszczania $ciekOw, zastepujac
metody biologiczne, skupione gtownie na usuwaniu zanieczyszczen organicznych, technologia
skoncentrowang na efektywnym usuwaniu zwigzkow azotu i fosforu (tzw. metody
z poglebionym usuwaniem zwigzkoéw azotu i fosforu). Aktualnie, zgodnie z wymogami
prawno-ustawowymi, wszystkie aglomeracje liczace powyzej 10 000 RLM musza dysponowac
oczyszczalniami wyposazonymi w zaawansowane technologie usuwania biogendw.
Jednoczes$nie metody ograniczajgce si¢ jedynie do mechanicznej obrobki sciekow praktycznie
przestaty by¢ stosowane, ustepujac miejsca innowacyjnym podejsciom nakierowanym na
kompleksowe usuwanie zanieczyszczen [84].

Na $wiecie istnieja zalecenia dotyczace jako$ci §ciekoOw oczyszczonych uwzgledniajace
przede wszystkim kwesti¢ zanieczyszczen fizyko-chemicznych. Chodzi przede wszystkim
0 zawarto$¢ biogendéw (azotu i fosforu), ilo§¢ zawartej w $ciekach zawiesiny, wysokos¢
wskaznikow charakteryzujagcych BZTs czy ChZT. Okazuje si¢ jednak, ze dodatkowym
problemem zastugujacym na uwagg jest zagadnienie podwyzszonego poziomu soli w §ciekach
odprowadzanych z niektorych oczyszczalni. Problemy z zasoleniem wystepuja najczesciej
w obiektach zlokalizowanych na obszarach przybrzeznych, najprawdopodobniej z powodu
intruzji wody morskiej lub wtargniecia z ptytkich warstw wodono$nych do miejskich systemow
kanalizacyjnych [85]. Woda o wysokim stezeniu soli moze powodowac zmniejszenie
produktywnosci rolnictwa 1 pogorszenie jakosci gruntow (w przypadku jej odzysku
i ponownego wykorzystania w rolnictwie) [52]. Ponadto dotychczasowe zalecenia prawne
okreslajagce wymogi dotyczace jakosci $ciekow odprowadzanych z oczyszczalni, nie wszedzie
uwzgledniaja zachowanie odpowiednich standardow mikrobiologicznych. Gdziekolwiek
istniejg takie zalecenia, s3 one ustalane na podstawie przepisow krajowych i/lub
miedzynarodowych, ktore zazwyczaj opieraja si¢ na wyliczeniu bakterii z grupy coli
(doktadniej: bakterie z grupy coli ogdtem, bakterie z grupy coli typu katowego lub Escherichia
coli), ze zmiennymi warto$ciami progowymi w zaleznosci od przeznaczenia $ciekow
(odprowadzanie $ciekoOw oczyszczonych do odbiornikéw — $rodowiska lub ich ponowne
wykorzystanie). Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze przecigtny $ciek z oczyszczalni biologicznej
zawiera od kilkuset tysiecy do okoto miliona bakterii z grupy coli na kazde 100 ml [86].

Oczyszczanie $ciekow bytowo-gospodarczych stanowi bardzo istotny element eliminacji
drobnoustrojéw chorobotwoérczych, gdyz wprowadzenie do wod powierzchniowych $ciekow

skazonych bakteriologicznie bez koncowej dezynfekcji moze znacznie pogorszy¢ ich stan
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sanitarny i stwarza¢ powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi oraz zwierzat. Trafiajagce do
oczyszczalni $cieki bytowo-gospodarcze zawierajg zanieczyszczenia biologiczne w postaci
bakterii, wiruséw, grzybow i pasozytniczych robakow, ktére przez na swoj charakter moga
stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Do najczesciej izolowanych nalezg
bakterie wystepujace w przewodzie pokarmowym ludzi i innych zwierzat statocieplnych, m.in.:
Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. oraz Vibrio spp [87]. Zalicza si¢ tu takze
Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens, Streptococcus faecalis, Leptospira spp.,
Mycobacterium tuberculosis, Shigella flexneri, Vibrio cholerae. Scieki sa zrodtem licznych
mikroorganizmow patogennych, oportunistycznych oraz antybiotykoopornych, w tym
wielolekoopornych, gtdwnie pochodzenia jelitowego. Drobnoustroje chorobotwoércze moga
przezy¢ przez pewien czas poza ustrojem zywiciela, dlatego tez ich obecnos¢ w $ciekach,
osadach $ciekowych, w wodzie czy w glebie stanowi zagrozenie sanitarne [88,89].
Odprowadzanie $ciekdw oczyszczonych do wdd powierzchniowych wciaz wiaze si¢

z szeregiem nast¢pujacych negatywnych wptywow na te odbiorniki:

e Zanieczyszczenia resztkowe: oczyszczalnie $ciekOw nie zawsze usuwajg wszystkie
substancje chemiczne 1 mikroorganizmy. W wyniku tego procesu do waod
powierzchniowych moga przedostawac si¢ resztkowe zanieczyszczenia, w tym
substancje farmaceutyczne, srodki chemiczne czy mikroplastik [90,91].

e Zagrozenia chemiczne: odprowadzane do wod substancje chemiczne mogg rzutowac na
fizykochemiczng rownowage wody, co ma potencjalnie szkodliwy wplyw na organizmy
wodne, ich siedliska oraz inne sktadniki ekosystemu [92,93].

e Zmiana struktury biologicznej: oczyszczone $cieki moga wplywac na strukture i funkcje
ekosystemdéw wodnych. Wprowadzanie substancji obcych do wod moze prowadzi¢ do
zmian w sktadzie gatunkowym oraz zaburza¢ rownowage biologiczng [94,95].

e Zagrozenia dla ekosystemow zyjacych w wodzie: oczyszczone $cieki moga wplywac
negatywnie na roznorodnos$¢ biologiczng wodnych ekosystemow, co moze powodowac
zmniejszenie populacji organizméw wodnych, w tym ryb i bezkregowcow.

e Zanieczyszczenia bakteryjne: pomimo procesOw oczyszczania oczyszczone Scieki
moga nadal zawiera¢ bakterie 1 wirusy. Niektore patogeny moga pozostawac
W oczyszczonych Sciekach. Ich dostanie si¢ do wod powierzchniowych moze stanowic

zagrozenie dla zdrowia ludzi oraz zwierzat wodnych [96,97,98].
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e Zjawisko rezydualnosci: niektore substancje chemiczne mogg wykazywac si¢ dlugim
okresem utrzymywania w srodowisku. Moze to powodowaé¢ kumulacje tych substancji
w organizmach wodnych i glebie.

e Substancje toksyczne: oczyszczalnie moga nie zawsze efektywnie usuwac substancje
toksyczne pojawiajace si¢ w $ciekach pochodzacych ze zrodet przemystowych lub

domowych. To z kolei moze wywota¢ trwate skazenie wod powierzchniowych [99].

Skale problemu odprowadzania i oczyszczania $cieckow w Polsce w wybranych latach

pomiedzy 2000 a 2022 r. obrazuja dane przedstawione na wykresie 1.

2000
1500
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[hm3]
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0I.---------

2000 2005 2010 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Scieki nieoczyszczone
Scieki oczyszczane z podwyzszonym usuwaniem biogenéw
W Scieki oczyszczane biologicznie

m Scieki oczyszczane mechanicznie

Wykres 1. Liczba $ciekéw komunalnych wytwarzanych w wybranych latach pomiedzy 2000-2022 r.
wraz z metodami ich oczyszczania.
Zrodto: opracowanie wlasne na podstawie [82]; zatgcznik 1

Analiza danych przedstawionych na wykresie 1 ukazuje systematyczna poprawe systemu
gospodarki $ciekowej w kraju. Coroczny wzrost poziomu oczyszczonych Sciekow jest
zauwazalny, co przektada si¢ na minimalne fluktuacje odsetka $ciekéw niepoddanych zadnym
procesom oczyszczania [82].

Jak podaje K. Budzinska i in. [90], w $ciekach nieoczyszczonych srednia ilos¢ bakterii
Escherichia coli wynosi okoto 8,71-10° jtk/Iml (réznice pomiedzy poszczegdlnymi probami
sciekow moga wynosi¢ 2 jednostki logarytmiczne). Badania wskazuja, ze sposrod
identyfikowanych bakterii w S$ciekach surowych, paciorkowce katowe stanowig grupe
oscylujaca miedzy 3,0-10% a 9,5-10° jtk/1ml $ciekéw surowych. W badaniach Szumilas i in.
[100] zauwaza sig, ze ,,przecigtny poziom zanieczyszczenia bakteryjnego $ciekoOw surowych
wynosi w odniesieniu do bakterii coli typu katowego 9,3 x 10 w 100 cm?® oraz 1,8 x 10%°

w 100 cm® [w zaleznosci od oczyszczalni], a w odniesieniu do paciorkowcéw katowych
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odpowiednio 5,6 x 10° i 1,8 x 10°. Przy sanitarnej ocenie $ciekow korzysta si¢ z metody
posredniej, polegajacej na wykrywaniu bakterii uznanych za tzw. wskazniki sanitarne, sg to
przede wszystkim bakterie z grupy coli i E.coli” [90].

Analizy prébek sciekOw po etapie mechanicznego oczyszczania wykazuja znaczng redukcje
liczby bakterii wskaznikowych. Srednia liczba bakterii z rodziny Enterobacteriaceae wynosi
8,97-10° (z zakresu od 6,18-10° do 3,45-107 jtk/ml). Mechaniczne oczyszczanie $ciekow
prowadzi do eliminacji tych mikroorganizméw na poziomie 85,5%. Mniej skuteczne jest
usuwanie komorek bakterii E. coli, ktorych $rednia liczba na tym etapie oczyszczania wynosi
8,71:10% komoérek w 1 ml $ciekow. Procentowa redukcja po tym etapie procesu usuwania
zanieczyszczen ze $ciekow wynosi 63,59%. Kawamura i Kaneko [101] w swoich badaniach
potwierdzajg zmniejszenie liczby E. coli §rednio o 60+70% po mechanicznym oczyszczaniu.
Najwolniejszym tempem eliminacji (na tym etapie) cechujg si¢ paciorkowce katowe (48,50%).
Na podstawie danych literaturowych [46,102] mozna tez stwierdzi¢, ze w procesach
mechanicznego oczyszczania usuwa si¢ ze Sciekow okoto 20% ogdlne;j liczby bakterii oraz 90%
bakterii z rodzaju Salmonella i pratkow gruzlicy. Proces sedymentacji eliminuje przede
wszystkim mikroorganizmy zaadsorbowane na czastkach zawiesin w $ciekach. W zalezno$ci
od efektywnos$ci procesu sedymentacji w osadach wstgpnych mozna usunaé¢ od 25+75%
bakterii [103]. Dodatkowe procesy oczyszczania $ciekow pozwalaja na dalsze obnizenie
zawartosci mikroorganizméw [89,90]. Metcalf i Eddy [46] podaja typowe efektywnoSci
usuwania bakterii ze SciekdOw w procesach ich oczyszczania. Wartosci te zamieszczono

w tabeli 3.

Tabela 3. Usuwanie lub unieszkodliwianie mikroorganizméw w procesach oczyszczania Sciekow

Proces Efektywnos$¢ usuwania mikroorganizmow [%]

Kraty rzadki 0-5

Kraty geste 10-20

Piaskownik 10-25

Sedymentacja 25-75

Chemiczne stracanie 40-80

Ztoza biologiczne 90-95

Osad czynny 90-98

Dezynfekcja chlorem oczyszczonych $ciekow 98-99,999
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Proces biologicznego oczyszczania stanowi najwazniejszy etap osigganiu oczekiwanej
jakosci $ciekow odprowadzanych do odbiornikéw. Istotng role odgrywa w nim aktywnosc¢
metaboliczna mikroorganizmoéw, ktore sa kluczowe dla rozktadu substancji organicznych.
Chociaz technologie biologicznego oczyszczania SciekoOw sg wynalazkiem ludzkosci, to
opieraja si¢ glownie na naturalnych procesach samooczyszczania, podobnych do tych, jakie
zachodzg w naturalnych zbiornikach wodnych. Réznica polega na stworzeniu optymalnych
warunkéw usuwania zanieczyszczen ze $ciekow, takich jak obecno$¢ tlenu, dostarczanie
substancji odzywczych, mechaniczne mieszanie, kontrola temperatury, utrzymanie
odpowiedniego pH itp., co przyspiesza i zwigksza skuteczno$¢ procesu [104]. Dodatkowo
nalezy pamigta¢, ze naturalne zanieczyszczenia typowe dla obszardw ludzkich osiedli —
odprowadzane z gospodarstw domowych i instytucji publicznych $cieki bytowo-gospodarcze,
resztki zywnosci, §cieki przemystu rolno-spozywczego itp. — sa podatne na mineralizacje przez
drobnoustroje. Sktadaja si¢ one gtoéwnie z réznorodnych substancji naturalnych, takich jak
cukry, biatka, thuszcze, oraz produktow ich hydrolizy i pochodnych, ktore mikroorganizmy
wykorzystuja jako zrodto pierwiastkow biogennych i energii. Wraz z postgpem cywilizacji
i wprowadzeniem nowych technologii czgsto produkowane sg substancje trudno ulegajace
rozktadowi, takie jak konserwanty, detergenty, zwigzki metali ciezkich, itp., co ogranicza
aktywnos$¢ drobnoustrojow 1 wydtuza czas utylizacji §ciekéw. Ponadto w Sciekach znajduja si¢
inne rodzaje zanieczyszczen, takie jak ciala stale, substancje rozpuszczone i praktycznie
nierozpuszczalne zwigzki nieorganiczne, zawiesiny organiczne oraz rozpuszczalne substancje
organiczne, a takze mikroorganizmy [105]. Uznaje si¢, Ze im wyzszy stopien oczyszczania, tym
skuteczniejsze jest usuwanie mikroorganizmow chorobotwoérczych.

Wsrdéd wielu technologii oczyszczania S$ciekow nalezy wymieni¢ m.in. biologiczne
oczyszczanie $ciekOw z wykorzystaniem reaktorow MBR, MBBR, SBR, BFM, oczyszczanie
przy uzyciu biogranulatow, fitoremediacje, stawy $ciekowe czy komory z osadem czynnym.
Metody te, oprocz technologii, r6znig si¢ miedzy sobg efektywno$cig eliminacji bakterii
patogennych oraz powszechnoscig ich wykorzystania w kraju i na $wiecie. Stawy $ciekowe sa
czesto klasyfikowane jako tlenowe, naturalne (nazywa si¢ je takze stabilizacyjnymi), tlenowe
napowietrzane oraz fakultatywne (tlenowo-beztlenowe). Metoda ta znajduje zastosowanie
W oczyszczaniu $ciekow z niewielkich miejscowosci, gtownie na obszarach wiejskich [106].
W stawach $ciekowych zachodzg procesy samooczyszczania, wynikajace z interakcji procesow
fizycznych 1 biochemicznych, kierowanych przez $wiatto 1 tlen, oraz z udzialem
mikroorganizméw wodnych, zarowno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. Proces

oczyszczania powoduje znaczng redukcje zawarto$ci azotu, potasu i fosforu, gléwnych
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sktadnikow odpowiedzialnych za eutrofizacje wod. Stawy §ciekowe ograniczajg takze emisje
amoniaku do atmosfery [107,108]. W badaniach nad stawami biologicznymi potwierdzono
znaczng redukcje liczebno$ci bakterii wskaznikowych w trakcie procesu biologicznego
oczyszczania $ciekow w stawach stabilizacyjnych, na poziomie 93+98%. Liczba bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae w $ciekach po pierwszym stawie stabilizacyjnym wynosi $rednio
2,67-10° jtk/ml, a po oczyszczaniu w drugim stawie stabilizacyjnym 3,39-102 jtk/ml. Eliminacja
tych mikroorganizmow to odpowiednio 97,82% po pierwszym stawie i 99,99% po drugim
stawie stabilizacyjnym [101]. Liczba bakterii Escherichia coli w $cieckach oczyszczonych
w stawach stabilizacyjnych utrzymuje si¢c natomiast na poziomie 10° +10* jtk/ml, a procent
redukcji wynosi odpowiednio 98,64% i 99,92% [109,90].

W czesci doswiadczalnej pracy, z uwagi na najwyzszy stopien redukcji mikroorganizmow
oraz powszechnos$¢ metody, wykorzystano $cieki oczyszczone pochodzace z komunalnych
oczyszczalni stosujacych biologiczne oczyszczanie $ciekow z uzyciem metody osadu
czynnego.

W przeprowadzonych przez roéznych autoréw badaniach dotyczacych skuteczno$ci
eliminacji mikroorganizméw chorobotworczych w procesach biologicznego oczyszczania
sciekow przy uzyciu metody osadu czynnego efektywnosci te wynosza kolejno: 90+98%
obnizki ogodlnej liczby bakterii, 55+98% obnizki bakterii z rodzaju Salmonella i 45% obnizki
pratkdw gruzlicy, natomiast liczba bakterii Escherichia coli po oczyszczaniu biologicznym
ksztattuje sic w zakresie od 10° do 10° jtk/ml. Walczak i Donderski [110] stwierdzaja, ze w
procesie mechaniczno-biologicznego oczyszczania $ciekOw mozna osiggnaé eliminacje
fekalnych bakterii grupy coli na poziomie 97,28%, paciorkowcow kalowych 85,97%, a bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae usuwane sa w 96,18%. Podobnie wysoki procent redukcji podaja
inni naukowcy [111,112,90]. Badania przeprowadzone m.in. przez Stampi [113], Koivunen
[114] i Olanczuk-Nayman [115,116,117,118] potwierdzaja ze klasyczne procesy oczyszczania
$ciekOw zapewniajg wysoki, bo siegajacy niemal 99% stopien redukcji liczby bakterii. Pomimo
wysokich procentow redukcji [119] dla wszystkich oznaczanych drobnoustrojow, pozostata
liczba mikroorganizméw w oczyszczonych $ciekach nadal jest jednak znaczaca. Scieki po
procesie oczyszczania wcigz zawieraja okoto od 10* do 10° /100 ml wskaznikowych bakterii
grupy coli. Enterobakterie stanowig najliczniejsza grupe (9,97-10%), paciorkowce kalowe
wystepuja na poziomie 4,57-10%, a liczba E. coli wynosi 1,19-10> komoérek w 1ml
oczyszczonych $ciekow [90]. Badania przeprowadzone przez Szumilas i in. [101] podnosza
przecietny poziom zanieczyszczenia $ciekow oczyszczonych, wskazujac kolejno: od 3,7 x 107

do 2,8 x108 w 100 cm3 (w zaleznoéci od oczyszczalni) w odniesieniu do bakterii coli typu
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katowego oraz okoto 2,3 x 10* w odniesieniu do paciorkowcow katowych. Nalezy pamietad,
ze $cieki komunalne zawieraja zwykle wiele gatunkow bakterii, a kazdy z nich ma wiele
szczepoOw. Biologiczne procesy oczyszczania w oczyszczalniach §ciekow moga powodowaé
selektywng eliminacje, zmiane proporcji lub jedno i drugie w populacjach bakterii [120]. Na
uwage zashuguje réwniez fakt, ze nawet przy wysokim stopniu redukcji procesy oczyszczania
sciekoOw okazaly si¢ nieskuteczne w obnizaniu cze¢stotliwosci wystepowania wieloopornych
szczepow bakterii E. coli (w tym opornych na antybiotyki) [121] czy szczepéw E. coli
0 wlasciwosciach uropatogennych, ktore moga przetrwaé¢ wszystkie etapy oczyszczania
sciekow, w tym III etap — dezynfekcje [122]. Z powyzszego wynika, ze $cieki oczyszczone
odprowadzane do §rodowiska z oczyszczalni nadal mogg zawiera¢ ro6znego rodzaju substancje
wplywajace negatywnie na ekosystem wodny i zdrowie publiczne. Przyktadowo metabolizm
bakterii dziata w ten sposob, ze jesli konkretna grupa, np. E. coli, jest dominujaca bakterig
w zrzutach $ciekdOw, moze ona konkurowaé z rodzima mikroflorg i przerasta¢ ja. Moze to
Z kolei prowadzi¢ do zwigkszonego poziomu bakterii wskaznikowych w zbiornikach wodnych,
a ftadunek ludzkich bakterii chorobotworczych moze znacznie przekroczy¢ czynniki
ekologiczne i dopuszczalne granice [123]. Jak wykazaty badania przeprowadzone przez E.M.
Anastasi i in. [123], 56% szczepow E. coli niosagcych VG [ang. Virulence genes], czyli zjadliwe
szczepy (w tym szczepy uropatogenne odporne na metody oczyszczania Sciekow 1 dezynfekcji),
znalezionych w wodach $rodowiskowych bylo identyczne z tymi wykrytymi w koncowym
etapie  oczyszczania $ciekow. Autorzy przywoluja rowniez innych  badaczy
[124,125,126,127,128], ktorzy udowodnili obecnos¢ patogennych szczepow E. coli
I powigzanych z nimi VG pochodzacych ze $ciekow i/lub odchodow zwierzecych w wodach
srodowiskowych. Badania te potwierdzaja ustalenia, ze niektore szczepy E. coli (jesli nie
wigkszos$¢ z nich) w wodach srodowiskowych sa nosicielami VG zwigzanych z uropatogenna
Escherischia coli lub patogenng jelitowa bakterig E. coli [129,123], a ponadto $cieki
pochodzace z oczyszczalni $ciekdw zmieniajg roznorodnos¢ i liczebno$¢ bakterii opornych
(szczegblnie z rodziny Enterobacteriaceae) w strumieniach odbiorczych. Wigkszos¢
wyizolowanych bakterii opornych to patogeny oportunistyczne dla cztowieka [99].
Niebezpieczenstwo zwigzane z niewystarczajagcym oczyszczaniem S$ciekéw wynika
Z obecnos$ci w nich, oprocz bakterii z grupy coli, rowniez wystepowania m.in. enterokokow,
wirusow, wiroidow i prionow [130], Clostridia redukujgcych siarczany, Salmonella spp.,
Cryptosporidium spp., Giardia spp., protistow, grzyboéw 1 inwazyjnych robakoéw
pasozytniczych [35]. Te zanieczyszczenia, odprowadzane do wod powierzchniowych, moga

akumulowa¢ si¢ w uprawach poprzez nawadnianie, przenoszac cechy opornosci na bakterie
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jelitowe do konsumentéw. Jak zauwazajg B. Quant i in.[131], bazujagc na wynikach badan
Reinthaler i in.[132], Kay i in.[133] oraz Shannon i in.[134], oczyszczalnie $ciekow
komunalnych sg znaczacymi emitorami mikrobiologicznych zanieczyszczen do $rodowiska
[135].

Mikroorganizmy, w tym patogenne i chorobotworcze, w postaci zywych komorek lub form

inwazyjnych przedostaja si¢ m.in. do:

» skratek zatrzymywanych na kratach;

* piasku oddzielanego ze Sciekow w piaskownikach;

* osadow pochodzacych z osadnikow wstepnych i wtornych [103];

* w ograniczonym stopniu, wraz z odprowadzaniem $ciekow do odbiornika, do wod
powierzchniowych.

To potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzkiego i realna degradacja srodowiska (m.in. wod
powierzchniowych), dlatego tak wazne jest stosowanie trzeciego etapu oczyszczania sciekow
— dezynfekcji i higienizacji.

Ponizej przedstawiono i scharakteryzowano najistotniejsze zagrozenia mikrobiologiczne
zwigzane z procesem oczyszczania Sciekow, takie jak: wirusy, bakterie, pierwotniaki

pasozytnicze, pasozyty jelitowe czy grzyby.

5.2. Charakterystyka mikroorganizméw w Sciekach

5.2.1. Wirusy

Zarowno wody stojace, jak 1 plynace, gleba, a przede wszystkim powietrze, stanowig
naturalne  $rodowisko dla  wirusow. Mikroorganizmy te, pochodzace czesto
z zanieczyszczonych ludzkimi odchodami systemoéw kanalizacyjnych [136], moga by¢
rozprzestrzeniane przez wode/Scieki czy powietrze, jak réwniez przez zwierzg¢ta (komary,
gryzonie, kleszcze).

Glownymi zrodlami wirusOw uwalnianych do sciekow sg przede wszystkim szpitale, rzeZnie
czy obszary mieszkalne. Szacuje si¢, ze $cieki komunalne zawieraja ponad 700 réznych
rodzajow wirusow [137]. Po przedostaniu si¢ wirusow do kanalizacji nastepuje spadek ich
liczebnosci, z uwagi na rozcienczenie z innymi $ciekami, reakcje ze srodkami chemicznymi
(np. $rodkami dezynfekcyjnymi i1 detergentami) oraz inaktywacje wiruséw pod wplywem
zmian fizykochemii wody (np. pH, temperatura i zawarto$¢ substancji stalych). Nalezy jednak

pamigtaé, ze rowniez w zaleznosci od czynnikow takich jak temperatura, st¢zenie tlenu,
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zawarto$¢ materii organicznej oraz rodzaj wirusa zmienia si¢ czas przezywalnosci wirusow
w Sciekach — moga pozostawa¢ w wodzie przez wiele dni, a nawet miesigcy [138]. Nizsze
temperatury wydluzaja ich przezywalno$¢, a tolerowany przez te mikroorganizmy
chorobotworcze zakres pH waha si¢ od 5 do 9 [137].

Gdy wirusy przedostang si¢ do oczyszczalni $ciekoOw, konwencjonalne oczyszczanie 11 11
stopnia sg niewystarczajace do zapewnienia ich catkowitego usunigcia ze Sciekow (jest mato
prawdopodobne, aby genomy wirusow i biatka zewnatrzkomoérkowe ulegly tatwej denaturacji)
[138]. Chociaz zadna z aktualnie stosowanych metod nie gwarantuje catkowitej eliminacji
wszystkich wirusow ze $ciekéw, uwaza si¢, ze Sposrod metod biologicznych szczegolnie
skuteczna jest metoda osadu czynnego. Ostatecznym celem oczyszczania $ciekow jest
odprowadzanie do $rodowiska wody wolnej od wirusow. Dezynfekcja odgrywa zatem
kluczowa role w osiagnieciu tego celu, ale wybor $rodkow dezynfekcyjnych musi by¢
dostosowany do konkretnych potrzeb (nalezy unika¢ ich w wodach odprowadzanych do
strumieni, poniewaz moga szkodzi¢ organizmom wodnym, chyba ze mozna zneutralizowac ich
toksyczne dziatanie) [139] Gholipour i in.[140] zauwazaja, ze choroby wywolywane przez
wirusy jelitowe mogg mie¢ rozne przebiegi, od blahych po cigzkie, a nawet $miertelne.
W przytoczonych przez nich badaniach wykazano, ze wirusy stanowig wigksze zagrozenie dla
zdrowia niz bakterie chorobotwoércze lub pierwotniaki obecne w $ciekach [141,142,143].
Gltowng przyczyna pojawiania si¢ wielu chorob jest przenoszenie wirusow ze srodowiska na
organizmy zywe m.in. za posrednictwem wody czy Sciekow. Do najpowszechniejszych infekcji
nalezy zaliczy¢: zapalenie zotadka i jelit, zaburzenia pracy serca, zapalenie spojowek, zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych, schorzenia uktadu oddechowego i zapalenie watroby. Szacuje
si¢, ze 1,4—1,9 mln zgonoéw rocznie Scisle taczy si¢ z dominujagcymi chorobami biegunkowymi
przenoszonymi przez wodg¢/Scieki, zwigzanymi z wirusami zidentyfikowanymi juz
w naturalnych lub sztucznych systemach wodno-sciekowych [144,138]. Co ciekawe, oprocz
wirusow jelitowych w czasie niedawnej pandemii koronowirusa COVID-19 potwierdzono
obecno$¢ wirusa SARS-CoV-2 w kale oséb zakazonych, a w konsekwencji w $ciekach
I osadach sciekowych [145,146,141].

Szczegdlnie interesujaca grupe stanowig enterowirusy. Obecnie znanych jest ponad 100
enterowirusOw innych niz polio, a w osadach $ciekowych rozpoznano obecnos¢ 3 typow
wirusoéw polio, 23 wirusow Coxsackie z grupy A, 6 z grupy B, 28 echowiruséw oraz wirusow
zapalenia watroby typu A, ktoére mogg stanowic istotne zagrozenie dla zdrowia. Enterowirusy
wykazuja wysoka odpornos¢ na srodki dezynfekujace, takie jak chlorowanie i promieniowanie

UV, co sprawia, ze mogg infekowaé¢ srodowisko przez dtugi czas [147]. WHO uznaje je za
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jedne z najwazniejszych czynnikéw chorobotwoérczych, powodujacych 30 milionéw zgonow
rocznie. W osadach $ciekowych istnieje takze ryzyko napotkania bardzo niebezpiecznych
wirusow, takich jak Ebola, wirus Zachodniego Nilu i Zika. Moga by¢ przenoszone z innych
krajow i kontynentéw ze wzgledu na mobilno$¢ populacji —wzmacnia to potrzebe identyfikacji
enterowirusoOw w osadach Sciekowych, co jest wymagane w niektorych krajach, np. Francji
i Stanach Zjednoczonych [148]. Ryzyko zwigzane z poliwirusami pochodzi gtownie
Z odchodow pacjentéw 1 nosicieli. Enterowirusy, w tym poliwirusy, moga powodowac
réznorodne choroby, od zapalenia migsni i mozgu po infekcje jelitowe i gorgczke. Ich
charakterystyczng cechg jest zdolno$¢ do utrzymywania si¢ w srodowisku i odpornos¢ na silne
srodki dezynfekujace [148].

W ostatnich latach wskazuje si¢ rowniez na duze zagrozenie ludzkimi norowirusami. Jest to
jeden z rodzajow wysoce zarazliwych wirusow jelitowych, ktéry moze by¢ gldwng przyczyna
epidemii, a takze wirusowego zapalenia zotadka i jelit. Badania wykazaly, ze norowirusy
charakteryzujg si¢ wysoka odpornoscig i duzg przezywalno$cig — pomimo zastosowanych
metod dezynfekcji $ciekéw (przede wszystkim chlorowania) byty nadal wykrywalne
w $ciekach oczyszczonych [149].

Osady sciekowe stanowig zrédto réoznorodnych wirusow, takich jak rotawirus, ktory moze
by¢ przyczyna zapalenia przewodu pokarmowego, adenowirus, wywolujacy niezyt nosa
I zapalenie gardta, a takze HIV i HCV, odpowiedzialne za zespot nabytego niedoboru
odpornosci i zapalenie watroby typu C [149]. Ciekawy jest fakt, Zze w rozporzadzeniu Ministra
Srodowiska z dnia 6 lutego 2015 r. w sprawie stosowania komunalnych osadéw $ciekowych
wirusy zostaty pominigte, prawdopodobnie z powodu braku dostatecznych danych dotyczacych
ich obecnosci w osadach $ciekowych [150]. Tymczasem wystgpowanie tych patogendw
w $ciekach $§wiadczy o potencjalnym zagrozeniu dla zdrowia publicznego oraz podkresla
potrzeb¢ uwzglednienia analizy 1 regulacji dotyczacych obecno$ci wirusow w procesach
oczyszczania S$ciekow. Wprowadzenie odpowiednich norm 1 monitorowanie obecnos$ci
wiruséw w $ciekach czy osadach $ciekowych mogloby przyczyni¢ sie¢ do skuteczniejszej
ochrony $rodowiska i zdrowia spoleczenstwa.

Wszystkie formy zycia wykazuja pewne podstawowe cechy, takie jak budowa komodrkowa,
zdolnos$¢ do odzywiania, oddychania oraz mozliwos$¢ przekazywania swoich cech potomstwu
w procesach rozmnazania. Natomiast istniejg takze obiekty takie jak wiroidy 1 priony, ktore nie
spetniaja tych klasycznych definicji zycia, gdyz w przeciwienstwie do organizmoéw zywych nie

posiadaja budowy komorkowej i nie wykazuja podstawowych funkcji zyciowych, takich jak
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odzywianie czy oddychanie. Dlatego tez nie sg zaliczane do krolestwa zywych organizmow. Sa

to czastki biologiczne, chorobotworcze, a ich obecnos¢ jest potwierdzona w Sciekach [151].

5.2.2. Bakterie

Roézne mikroorganizmy odgrywaja rozmaite role w procesie oczyszczania $ciekow. Jedne
— m.in. saprofityczne, mozemy uznaé za pozyteczne, inne za patogenne i chorobotworcze.
Bakterie wykorzystywane m.in. w osadzie czynnym pomagajg w redukcji zanieczyszczen
I sprawiaja, ze $cieki stajg sie¢ mniej szkodliwe dla srodowiska. Istniejg trzy grupy bakterii, ktore
petnia kluczowa role w oczyszczaniu $ciekdw: bakterie tlenowe, beztlenowe i fakultatywne.

Jak juz wspomniano, oprocz bakterii saprofitycznych procesom oczyszczania $ciekow
towarzysza rézne bakterie patogenne przenoszone przez wode/$cieki, ktore moga stanowié
powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Z jednej strony oczyszczanie $ciekOw jest
waznym procesem W dziataniach zwigzanych z ochrong $rodowiska, w tym w skutecznym
usuwaniu niektérych patogenéw, z drugiej jednak oczyszczalnie $ciekow stuzg réwniez za
kluczowe rezerwuary patogenéw srodowiskowych, poniewaz zapewniaja dobre warunki do ich
wzrostu i reprodukcji [152]. Wsrod catkowitej populacji patogendow obecnych w $ciekach
I mogacych by¢ potencjalnym zagrozeniem, az 43% to bakterie [153,152]. Zagrozenie stanowié¢
mogg zarowno bakterie patogenne zlokalizowane w $ciekach, jak rdwniez te znajdujace si¢
W osadzie czynnym. Badania pokazuja, ze w goérnej warstwie spienionego osadu czynnego
wykryto najwigcej gatunkoéw patogennych i ich najwieksza catkowita liczebnos$¢. Sugeruje to,
ze warstwa ta moze stwarza¢ wieksze zagrozenie dla pracownikow oczyszczalni i mieszkancow
obszarow potozonych w okolicy oczyszczalni opartych na technologii osadu czynnego,
poniewaz zawarte w niej patogeny tatwo przedostajg si¢ do powietrza i moga powodowac
infekcje poprzez aeracj¢ [154]. Nalezy pamigtaé, ze czas przezywalnosci patogenow
w Sciekach zalezy od wielu czynnikow, takich jak stan fizjologiczny 1 budowa organizmu,
a takze wplywy §rodowiskowe, w tym potencjat redoks, temperatura, poziom pH 1 obecnos¢

szkodliwych substancji chemicznych (tabela 4).
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Tabela 4. Przezywalno$¢ organizmow chorobotworczych w $ciekach miejskich

Zrédlo: [155]

Organizmy Czas przezywalnosci w $ciekach
E. coli bacteria 4-12 tygodni [156]
Mycobacterium tuberculosis 5-6 miesiecy
Salmonella sp. do 1 roku

Bacillus anthracis powyzej 50 lat

Vibrio cholerae do 200 dni

Giardia intestinalis do 3 miesi¢cy
Enterowirusy od kilku tygodni do kilku miesiecy

Niezwykle wazne jest zrozumienie, ze bakterie, w tym potencjalnie szkodliwe patogeny, sa

obecne w duzych ilo$ciach w §ciekach pochodzacych z ludzkich i zwierzecych zrddel, co

stanowi istotne ryzyko dla zdrowia publicznego [139]. W zwigzku z tym skuteczne

oczyszczanie $ciekow jest nie tylko kluczowe dla ochrony s$rodowiska, ale takze dla

zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego spoteczenstwu [157,158]. W tabeli 5, zostaty

opisane najwazniejsze bakterie chorobotworcze.

Tabela 5. Charakterystyka najwazniejszy bakterii chorobotworczych
[Opracowanie wtasne na podstawie danych literaturowych]

Bakterie —
rodzaj

Charakterystyka

Lit.

Rodzaj
Salmonella

- Gram-ujemne pateczki, nietworzace przetrwalnikow, fakultatywnie
beztlenowe;

- tworzg szereg bardzo blisko spokrewnionych bakterii nalezacych do
rodzaju Salmonella i rodziny Enterobacteriaceae — wykazujg podobienstwa
w metabolizmie i genetyce do bakterii E. coli, obejmujg ponad 2000
podgatunkow;

- Salmonella typhimurium moze wywolywa¢ infekcje zotagdkowo-jelitowe,
podczas gdy Salmonella typhi jest odpowiedzialna za dur brzuszny;
epidemie duru brzusznego czg¢sto  wystepuja  w  warunkach
niehigienicznych, zwiazanych z zanieczyszczeniem wody pitnej;
stosowanie $ciekow rolniczych moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia gleby,
traw i warzyw bakteriami Salmonella;

- okres inkubacji dla infekcji przenoszonych przez wode wynosi od 12
godzin do 28 dni.

157,159,
160,139,
161,162

Rodzaj
Shigella

- rodzaj gamma-proteobakterii z rodziny Enterobacteriaceae;

157,160,
162
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- bakterie Gram-ujemne, nieruchliwe, nietworzace zarodnikow, o ksztalcie
pateczki, ktore sa bardzo blisko spokrewnione z E. coli i ktorych
gospodarzem jest zawsze cztowiek;

- zatrucie Shigella flexneri lub Shigella dysenteriae moze prowadzi¢ do
wystgpienia w ciggu 12-48 godzin objawow obejmujacych goraczke i
biegunke, w towarzystwie $luzu, ropy i krwi.

Gatunek
Escherichia
coli

- beztlenowa bakteria Gram-ujemna, znana jako paleczka okre¢znicy,
nalezaca do rodziny Enterobacteriaceae;

- wystepuje naturalnie w florze bakteryjnej jelita grubego ludzi i zwierzat
statocieplnych, stanowigc okoto 1% ogodlnej populacji bakterii; jest obecha
takze w glebie, wodzie i $ciekach;

- nie tworzy przetrwalnikow, a ich obecno$¢ w $ciekach wynika z obecnosci
swiezych fekaliow;

- szczegblnie szkodliwe grupy szczepow tego gatunku obejmuja:
enterotoksyczne E. coli (ETEC), ktoére wytwarzaja enterotoksyny;
enteropatogenne E. coli (EPEC), wywotujace biegunki u niemowlat;
enterokrwotoczne E. coli (EHEC), odpowiedzialne za krwotoczne
zapalenie jelita grubego oraz enteroinwazyjne E. coli (EIEC), powodujace
ostre biegunki podobne do czerwonki bakteryjnej;

- wielu badaczy donosito o izolacji E. coli z wod powierzchniowych,
oczyszczonych §ciekow i substancji statych.

160,157,
139,163,
164,165,
166,167

Rodzaj
Vibrio

- nalezy do rodziny Vibrionaceae, ktéra sktada si¢ z oportunistycznych
patogenow;

- cholera to ostra i wyjatkowo zakazna choroba, atakujagca przewod
pokarmowy; charakteryzuje sie¢ objawami takimi jak wymioty i biegunka,
co potencjalnie moze prowadzi¢ do cigzkiego odwodnienia organizmu; za
rozprzestrzenianie si¢ cholery odpowiedzialne sa m.in. zanieczyszczone
$cieki — potwierdza to wysoka czestotliwos$¢ wystepowania V. cholerae w
probkach wody/sciekow;

- zakazenie Vibrio zwykle ustgpuje samoistnie i nie wymaga leczenia
klinicznego, jednak w leczeniu cigzkich przypadkow wymagane sg
antybiotyki (ostatnie raporty podkreslity wzrost obecnosci Vibrio opornego
na antybiotyki w srodowisku);

- badania przeprowadzone w wybranych oczyszczalniach $ciekow w
Afryce wykazaly obecno$é szesciu réoznych gatunkow Vibrio (waznych z
medycznego punktu widzenia) w $ciekach oczyszczonych. Wskazuje to, ze
oczyszczalnie $ciekOw sa potencjalnymi rezerwuarami patogenow Vibrio.

168,169,
170,171,
172,139,
157,168,
162

Rodzaj
Leptospira

- rodzaj niewielkich kretek tlenowych, z ktorych gatunek L. interrogans
jest czynnikiem etiologicznym choroby zwanej leptospiroza;

- leptospiroza to rozpowszechniona choroba odzwierzgca, ktora kazdego
roku powoduje ponad milion zachorowan i 50 000 zgondéw; bakterie
przedostajg si¢ do organizmu czlowieka przez rany skory oraz btony
sluzowej, a nastgpnie rozprzestrzeniajg si¢ poprzez krwiobieg, atakujac
nerki i centralny uktad nerwowy; uchodzi za potencjalne zagrozenie
zawodowe hodowcow zwierzat, pracownikow rolnych oraz o0s6b
zatrudnionych w oczyszczalniach $ciekow.

173,174,
175,172,
162
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Rodzaj
Mycobacte
rium

- jeden z najwazniejszych rodzajow saprofitycznych bakterii
chorobotworczych, wszechobecny w srodowiskach wodnych;

- wyr6zniamy: Mycobacterium tuberculosis oraz pratki atypowe,
nazywane takze niegruzliczymi;

- czesto wystepuje jako liczny rodzaj bakterii w 0sadzie czynnym w wielu
oczyszczalniach $ciekow [176]. Nawet po 124 dniach zjadliwe szczepy
(VG), nadal sg wykrywalne w $ciekach, mniej szkodliwe utrzymuja si¢ do
203 dni;

- analiza oczyszczonych $ciekow po dezynfekcji chlorem wykazata
obecnos$¢ klinicznie istotnych, wolno odrastajacych M. kansasii, M.
szulgai, M. gordonae i M. asiaticum;

- glowne gatunki pratkdw wystepujace w oczyszczalniach $ciekow sa
spokrewnione z M. brumae, M. crocinum, M. sphagni itp., z ktorych
wigkszo$¢ nalezy do stabo scharakteryzowanej, szybko rosnacej grupy;

- wykryto kilka oportunistycznych gatunkow patogennych, co sugeruje
potencjalne ryzyko infekcji Mycobacterium w oczyszczalniach $ciekow;

- w technologiach opartych na biologicznym oczyszczaniu $ciekow
Mycobacterium zostata uznana za jedna z bakterii odpowiedzialnych za
pienienie si¢ osadu czynnego, m.in. ze wzgledu na wysoka hydrofobowa
powierzchni¢ komorek; nalezy pamigtac, ze obecnos¢ tzw. acrozolowych
pratkow niegruzlicznych w pianie osadu czynnego stanowi potencjalne
zagrozenie np. zakazeniem phluc przez powietrze;

- gatunki Mycobacterium w osadzie czynnym stanowia od 0,2% do 4% pod
wzgledem liczebnosci genu 16S rRNA, zajmujac od 2 do 60 pozycji wsrod
wszystkich sklasyfikowanych rodzajow bakterii;

- Wérdd szczepdéw gruzlicy szczegdlnie istotne dla zdrowia ludzkiego sa
dwa typy: humanus, czesto powodujacy gruzlice ptuc, oraz bovinus,
zwigzany z gruzlica r6znych narzadow;

- oprocz swojej patogennej roli Mycobacterium ma znaczenie dla
srodowiska ze wzgledu na zdolno$¢ do rozkladu weglowodorow
aromatycznych, heterocykli zawierajacych azot itp.; wiele Mycobacterium
spp. jest zdolnych do degradacji lub transformacji steroidow, ktore sa
typowymi sktadnikami ludzkich odchoddw (sterole sa uwazane za wazne
substancje zanieczyszczajace ze wzgledu na ich estrogenny wplyw na
bezkrggowce wodne).

139,157,
176,177,
159,178,
162

Rodzaj
Yersinia

- zaliczane do rodziny Enterobacteriaceae, charakteryzuja si¢
pateczkowatym ksztattem oraz Gram-ujemng struktura;

- niektore serotypy tej bakterii moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
ludzi; do infekcji zazwyczaj dochodzi poprzez spozycie zanieczyszczonej
wody oraz produktéw pochodzenia zwierzecego;

- Yersinia enterocolitica powoduje gtéwnie ostre zapalenie jelit; do
najczestszych objawow zalicza si¢ goragczke, biegunke i bol brzucha, ale
czasami mogg wystgpic 1zejsze zakazenia ogoélnoustrojowe, takie jak bol
stawow czy wysypka,

- organizmy te znaleziono w zréodtach wod powierzchniowych i
gruntowych, ale ogdlnie niewiele wiadomo na temat ich wystepowania w
srodowisku;

179,139,
157,162,
180
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- Yersinia wydaje si¢ podatna na dezynfekcje m.in. z wykorzystaniem
chloru, w zwiazku z czym uwaza si¢, ze odpowiednio zdezynfekowane
zrodta wody pitnej powinny by¢ wolne od Y. enterocolitica.

Rodzaj
Proteus

- charakteryzuja si¢ duza zdolnos$ciag do adaptacji i rozwijaja sie¢ w
roznorodnych warunkach: w $ciekach bytowych, przemystowych,
fragmentach gleby oraz naturalnych nawozach;

- niektore gatunki Proteus, takie jak P. mirabilis, P. penneri i P. vulgaris
wystepuja W wodach powierzchniowych;

- wigkszo$¢ szczepdéw bakterii z rodzaju Proteus wyizolowanych ze
sciekow i wod powierzchniowych charakteryzuje si¢ lekoopornoscia, w
tym antybiotykoopornoscia,

- odpowiadaja za rézne schorzenia, takie jak infekcje drog zotciowych,
infekcje drog moczowych oraz choroby zwigzane z bezpieczenstwem
Zywnosci,

- szczegolnie rozpowszechniony szczep bakteryjny, P. vulgaris, rozwija
si¢ w rozktadajacych si¢ substancjach organicznych pochodzacych z roslin
i zwierzecych szczatkow; zatrucia pokarmowe, infekcje ucha srodkowego,
zakazenia drog moczowych oraz zapalenie opon moézgowych to tylko
niektore z infekcji, ktore moga by¢ spowodowane przez te bakterie. Warto
podkresli¢, ze P. vulgaris i P. morgani sa czgsto odpowiedzialne za
wystepowanie biegunek u dzieci.

181,139,
162

Gatunek
Francisella

- Gram-ujemna bakteria o nieruchomej naturze, charakteryzujgca sig¢
ziarnistym ksztattem, zdolna do rozwijania si¢ w srodowisku tlenowym;

- wykazuje duzg odpornos¢, co umozliwia jej przetrwanie w roéznych
srodowiskach, takich jak gleba, woda i skazone szczatki zwierzece;

- gatunkiem typowym dla tego rodzaju jest Francisella tularensis, ktora
obejmuje cztery podgatunki, tj. tularensis, holarctica, mediasiatica i
novicida;

- F. tularensis jest wysoce zakazng bakterig wywotujacg choroby u ssakow,
w tym ludzi, i potencjalng bronig bioterrorystyczng; jest odpowiedzialna
za wywolywanie zakaznej choroby znanej jako tularemia; jej objawy
obejmujg goraczke, bole migsni, bole glowy i dreszcze.

182,139,
162

Clostridium
perfringens

- jest bezwzglednie beztlenowa bakteria Gram-dodatnia o ksztalcie
pateczek, tworzacg endospory;

- stanowi 0,5% mikroflory katowej; wystepuje powszechnie w osadach
sciekowych 1 jest odporna na ciepto, dlatego jej usuwanie moze byc¢
powigzane z usuwaniem gatunkow przetrwalnikujacych, takich jak Bacillus
sp.;

- C. perfringens moze by¢ trudna do usunigcia nawet w III etapie
oczyszczania $ciekow; jest odporna na czynniki utleniajace (ozonowanie) i
dezynfekcje promieniami UV,

- odporne zarodniki tej bakterii czynig jg zbyt oporng, aby mogla by¢
uzyteczna jako organizm wskaznikowy — C. perfringens nie nadaje si¢ jako
wskaznik zanieczyszczenia odchodami, ale mozna ja wykorzysta¢ jako
wskaznik obecnosci odchodow ludzkich.

183,160,
184,185
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5.2.3. Pierwotniaki pasozytnicze

Pierwotniaki stanowig grupg¢ organizmow jednokomoérkowych z krolestwa protistow,
ustepujacych pod wzgledem wielkosci jedynie algom wsrod nizszych eukariotow [186]. Mimo
zdolnosci do tworzenia kolonii kazda komorka zachowuje indywidualno$¢. Obecnosé
pasozytniczych pierwotniakow w roznych srodowiskach stwarza duze zagrozenie dla zdrowia.
Zrédta zakazen pasozytami obejmuja wode powierzchniowa, glebe, baseny i kapieliska, a takze
nieodpowiednie urzadzenia sanitarne oraz spozywanie nieumytych, surowych produktow
pochodzacych z nawozonych odchodami (zwierzecych lub ludzkich) ogrodéw. Woda
zanieczyszczona fekaliami stanowi pozywke dla pasozytow takich jak Entamoeba histolytica,
Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia (intestinalis) i Toxoplasma gondii. Wytwarzajg one
zarodniki (cysty i oocysty) i moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia.

Entamoeba histolytica, powszechnie wystepujacy pasozyt jelitowy, infekuje okoto 10%
$wiatowej populacji. Wywotuje chorobe zwang petzakowica, ktora moze dawaé objawy
jelitowe lub pozajelitowe. Pasozyt przenoszony jest droga katowa, a woda, warzywa i muchy
petnig role wspdlnych nosnikow cyst. Objawy zakazenia mogg obejmowaé bol brzucha,
biegunke, wzdecia i owrzodzenia w réznych obszarach organizmu. Wolno zyjace formy ameby
mozna znalez¢é w powietrzu, glebie, wodach stodkich i stonych [139].

Giardia lamblia, pasozyt wiciowaty, zaraza zarowno ludzi, jak i zwierzeta domowe oraz
dzikie. Zarazenie nastgpuje poprzez spozycie zanieczyszczonej wotowiny, zawierajacej Cysty
wydalane z katem zakazonych ludzi lub zwierzat. Chociaz infekcje czesto przebiegaja
bezobjawowo, przewlekta posta¢ choroby moze prowadzi¢ do nawracajacych biegunek,
nudnosci i wymiotow [187].

Balantidium coli to pasozytniczy pierwotniak, ktory zasiedla przewod pokarmowy ludzi,
swin domowych 1 innych zwierzat, wywotujac chorobe znana jako balantidioza. Szczegdlnie
czgsto wystepuje na obszarach wiejskich, gdzie kontakt z $winiami jest powszechniejszy [172].

Cryptosporidium to z kolei pasozytniczy pierwotniak, wystepujacy zaréwno u ludzi, jak
I zwierzat. Jego cykl zyciowy obejmuje wiele stadiow endogennych i jeden etap egzogenny,
polegajacy na uwalnianiu inwazyjnych oocyst do §rodowiska. Zarazenie nastepuje przez
spozycie zanieczyszczonej wody lub kontakt z zanieczyszczonymi obszarami. Moze wywotaé
chorobe zwang kryptosporydioza, ktora objawia si¢ przewlekla, cigzka biegunka, szczegdlnie

dotkliwg dla 0so6b z ostabionym uktadem odpornosciowym [187].
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5.2.4. Pasozyty jelitowe

Osady S$ciekowe, ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ substancji organicznej, tworza
specyficzng biocenoze, zasiedlang przez réznorodne mikroorganizmy, takie jak bakterie,
wirusy, grzyby, a takze jaja pasozytow. Choroby wywolane przez pasozyty jelitowe, w tym
Ascaris sp., Trichuris sp. i Toxocara sp., zwigzane sa z czynnikami cywilizacyjnymi oraz
rozwojem i upowszechnieniem turystyki o zasiegu globalnym. W Polsce najczgstsze przypadki
inwazji dotyczag Ascaris lumbricoides i Trichuris trichura, nalezacych do rodziny helmintow.
Ascaris lumbricoides, czyli glista ludzka, kolonizuje przewod pokarmowy cztowieka, czerpigc
pokarm z uszkodzonego nabtonka jelita i wywotujac glistnice. Samice osiggajg dlugos¢ od 15
do 35 cm, a ich szerokos¢ wynosi 0,2-0,4 cm [157]. W organizmach zarazonych os6b samica
glisty moze wyprodukowaé¢ do 200 tysigcy jaj dziennie. Jaja przedostaja si¢ do gleby wraz
z katem, gdzie zachowuja zdolno$¢ przezycia przez 2-5 lat. Zarazenie Ascaris lumbricoides
nastepuje przez spozycie zanieczyszczonej zywnosci. Trichuris sp., zwana wlosogtowka, to
kolejny kosmopolityczny nicien wystepujacy w Polsce. Zarazenie nastgpuje przez spozycie
pokarmu zanieczyszczonego jajami pasozyta. Samice sktadajg dziennie od 1000 do 6000 jaj
[161]. Okres dojrzewania wlosogtowki zalezy od warunkow srodowiskowych, takich jak
temperatura, wilgotno$¢ i rodzaj gleby i wynosi okoto 3 tygodnie. Choroba wywotana przez
wlosogtowke, czyli wlosoglowczyca, objawia sie krwawa biegunka, Sluzowatym stolcem,
odwodnieniem, ostabieniem, bolem brzucha oraz nerwowos$cig. Natomiast Toxocara sp.,
pasozyt wywotujacy toksokarozg, jest powszechnie obecny w osadach $ciekowych. Choroba ta
pojawia si¢ w wyniku inwazji glisty psiej (Toxocara canis) lub glisty kociej (Toxocara cati).
Larwy pasozyta, przedostajac si¢ do organizmu cztowieka, powoduja uszkodzenia tkanek
I narzadow wewnetrznych [158]. Do zakazenia dochodzi przez spozycie skazonej wody pitnej,
warzyw zabrudzonych zanieczyszczonag gleba, a takze poprzez kontakt z nieodrobaczonymi
zwierzgtami domowymi [159]. Objawy toksokarozy obejmuja bole glowy, drgawki, zmiany
zachowania, za¢me, zez, Slepotg, pogorszone widzenie, powickszenie weziow chlonnych,
watroby, $ledziony oraz niedokrwistos¢ [157,159,172,186]. Badania przeprowadzone w Iranie
[188] potwierdzaja obecno$¢ jaj nicieni i oocyst pierwotniakow w §ciekach oczyszczalni
sciekow bytowych. Skuteczno$¢ usuwania tych form pasozytniczych jest niewystarczajaca,
aich obecno$¢ w Sciekach podkres$la potrzebe skrupulatnej kontroli i regulacji w celu
zminimalizowania ryzyka zakazenia cztowieka przez spozycie skazonych produktow [189].

W kontekscie §ciekow, zwlaszcza tych zawierajacych ekskrementy ze szpitali, wzrasta

liczba chorobotworczych bakterii i pasozytow. Te patogeny moga przetrwa¢ w $ciekach przez
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dhugi czas, co zwigksza ryzyko zakazenia chorobami takimi jak waglik, cholera, zapalenie

watroby, czerwonka czy rdzne zakazenia pasozytnicze [190,191].

5.2.5. Grzyby

Grzyby wodne odgrywaja zasadniczg role w ekosystemach wodnych jako destruenci,
konsumenci i reducenci. Biorg udzial w mineralizacji substancji organicznej, co ma istotne
znaczenie w samooczyszczaniu si¢ wod. Badania nad grzybami wodnymi sg réwniez wazne
Z sanitarnego punktu widzenia, gdyz czg¢$¢ z nich nalezy do grzybow chorobotworczych dla
ludzi i zwierzat [192]. Wody powierzchniowe — stawy i rzeki — stanowig naturalne miejsca
bytowania réznego rodzaju grzybéw wodnych. Wsrdod tej grupy znajdujg si¢ m.in. Candida
albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata,
Cryptococcus neoformans, Geotrichum candidum, Microsporum gypseum, Rhizopus nigrans,
Trichophyton raubitschekii oraz Trichosporon cutaneum [193].

Niektore sposrod grzybow nalezacych do saprofitow bytujacych w srodowisku wodnym
moga by¢ patogeniczne dla cztowieka. W wodach powierzchniowych wykrywane sa gatunki
uznane za wazne czynniki etiologiczne grzybic skérnych i uktadowych. Do grzybow
uchodzacych za potencjalnie chorobotworcze zalicza si¢: Candida albicans, C. tropicalis oraz
Trichosporon cutaneum. Trichosporon cutaneum czgsto jest przyczyna grzybic skory
cztowieka 1 zwierzat. Do wod powierzchniowych prawdopodobnie przedostaje si¢ wraz ze
sciekami komunalnymi.

Wiele grzybow wodnych prowadzi pasozytniczy tryb zycia, atakujac organizmy takie jak
ryby. Choroba zwana ple$niawka rybig, wywolywana gléwnie przez grzyby z rodziny
Saprolegniaceae, z rodzajow Saprolegnia, Achlya, Dictyuchus, Thraustotheca i Aphanomyces
jest jednym z przyktadow tego typu infekcji. Niektore grzyby wodne (grzyby keratynofilne
Blastocladiopsis parva, Catenaria anguillulae, C. verrucosa, Catenophlyctis variabilis,
Lagenidium humanum oraz Rhizophydium keratinophilum) moga rozwija¢ si¢ takze na skorze
1 wlosach ludzi, zwierzat oraz pidrach ptakow w wodach powierzchniowych, co stanowi
potencjalne zagrozenie dla zdrowia. W zbiornikach wodnych wykrywane sg rowniez grzyby
chitynofilne (notowane na organizmach majacych chitynowe pancerzyki: skorupiaki, pajeczaki
czy owady) takie jak: Aphanomyces astaci, Karlingia chitinophila, Rhizidium chitinophilum,
Asterophlyctis irregularis i Blastocladiella brytanica [194].

Nalezy pamigtaé, ze grzyby moga stanowic¢ barier¢ w rolniczym wykorzystaniu osadow
sciekowych przez tzw. dermatofity, ktore wywotluja u cztowieka zakazenia wlosow, paznokci

oraz skory. Wyizolowane z osadow S$ciekowych gatunki dermatofitow sa grzybami

48



patogennymi, a powodowane przez nie schorzenia skory sg bardzo powszechne w zwigzku z
tatwoscia przenoszenia si¢ z cztowieka na cztowieka. Osady $ciekowe stanowig dla grzybow
bardzo dobre srodowisko bytowania ze wzgledu na wystepowanie duzej ilosci sktadnikow

odzywczych niezbednych dla ich prawidtowego wzrostu [189].
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6. Mozliwosci poprawy jakosci mikrobiologicznej $ciekow w celu ich ponownego
wykorzystania — dezynfekcja i higienizacja (metody biologiczne, fizyczne, chemiczne
ilaczone)

6.1.Biologiczne metody higienizacji $ciekow — biopreparaty

Od lat istnieja oraz sg efektywnie wykorzystywane rozne metody biologicznego
oczyszczania i dezynfekcji $ciekow. Jedng z nich jest tzw. ,.zielona” dezynfekcja $ciekow.
Mowa tu m.in. o =zastosowaniu zielonej chemii i nanotechnologii, w tym m.in.
o fotokatalitycznych wlasciwosciach nano-TiO2 (uzywanego jako skuteczny S$rodek
dezynfekujacy), jak rowniez o syntezie nanoczastek srebra AgNPs z wykorzystaniem ekstraktu
z Vitis labrusca, bedacego w pelni naturalng bronig przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
i Gram-ujemnym. Raota i in. [195] wskazuja, ze materiaty te doprowadzity do zmniejszenia
0 47% liczby bakterii Escherichia coli podczas dezynfekcji Sciekow, co pozwala sugerowac,
ze moga stanowi¢ skuteczny $rodek pomocniczy w procesie ,,zielonej” dezynfekcji sciekow.
Z kolei fotokataliza jest jedng z nowszych metod dezynfekcji, wykazujaca duza skutecznosé
W unieszkodliwianiu m.in. wirusow, grzyboéw, bakterii, a nawet komoérek nowotworowych
zawartych w $ciekach. Fotokatalityczne wiasciwosci nano-TiO2 wykorzystuje si¢ roéwniez do
neutralizowania niepozgdanych zapachow. Kosmala i in. [196] zauwazaja, ze: ,tlenek tytanu
(IV) moze dziata¢ jako niezwykle skuteczny srodek dezynfekujacy” [136].

W poszukiwaniu innowacyjnych technik uwaga badaczy i praktykdw oczyszczania $ciekow
skierowata si¢ na mozliwos¢ wykorzystania do tego celu biopreparatow. Stanowia one wsparcie
dla procesow biodegradacji substancji organicznych oraz transformacji zwigzkow
nieorganicznych. Ze wzgledu na zréznicowany sktad stosowane dzi§ biopreparaty mozna
podzieli¢ na kategorie bakteryjne, grzybowe, enzymatyczne, bakteryjno/grzybowo-
enzymatyczne oraz bakteryjno-grzybowe i enzymatyczne [197]. Wsrod preparatow
bakteryjnych i grzybowych mozna wyr6zni¢ dwa gtowne rodzaje: preparaty jednosktadnikowe,
zawierajagce pojedyncze szczepy mikroorganizmdéw, oraz biopreparaty wieloszczepowe,
sktadajace si¢ z kilku szczepoéw mikroorganizmow o réoznorodnych wtasciwos$ciach i szerokim
spektrum dziatania. Inna klasyfikacja opiera si¢ na roznicach w zawartosci zwiazkow
organicznych aktywnych biologicznie oraz mikro- i makroelementow [198]. Ostatnie
dziesigciolecia przyniosty istotny rozwoj w dziedzinie biotechnologii, co umozliwito lepsze
zrozumienie mechanizméw dziatania biopreparatéw (rys. 3) oraz poskutkowalo opracowaniem

bardziej efektywnych metod ich przygotowywania. Wspodtczesne $rodki biologiczne
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wyrézniajg si¢ zdolnoscig do degradacji roznorodnych zwigzkéw organicznych, sg naturalne,

przyjazne dla srodowiska i wykazuja wysoka skutecznos¢ [199].

SCIEKI MIEJSKIE
(ZANIECZYSZCZENIA GRGANICZN E- WEGLOWODANY, BIALKA, TEUSZCZE)

4—— ENZYMY

3 h
PROSTE ZWIAZKI
CUKRY PROSTE AMINOWE KWASY TLUSZCZOWE

44— BAKTERIE

r

CO,, H.O
ZWIAZKI AZOTU

Rysunek 3. Schemat dziatania preparatu enzymatyczno-bakteryjnego
Zrodto: [199]

W kontekscie biopreparatow enzymatycznych kluczowa role odgrywaja enzymy, stawiane
na pierwszym planie przed bakteriami. Enzymy, zbudowane ze zwigzkow biatkowych, petnia
funkcje katalizatorow w reakcjach biologicznych. Ich wyjatkowa selektywno$¢ pozwala na
katalizowanie konkretnych reakcji z okreSlonymi substratami. W przeciwienstwie do
katalizatorow chemicznych nie zmieniaja réwnowagi reakcji ani nie powoduja przemian
chemicznych, lecz jedynie obnizaja energi¢ aktywacji, przyspieszajac proces. Biopreparaty
mikrobiologiczne przeznaczone do oczyszczania $ciekOw czesto zawierajg bakterie z rodziny
Pseudomonas lub Bacillus, znane z aktywnego udzialu w naturalnych procesach
samooczyszczania w wodzie 1 glebie. W biopreparatach ich steZenie jest znaczne —
przyktadowo 1 g kultur bakteryjnych moze zawiera¢ od 10* do 10° bakterii. Proces produkcji
biopreparatow opiera si¢ na hodowli bakterit w kontrolowanych warunkach na pozywkach,
a nastepnie szybkim ich wysuszeniu w warunkach mezofilnych, co skutkuje przejsciem bakterii
w forme przetrwalnikowa. Alternatywng metoda uzyskiwania formy przetrwalnikowej jest
liofilizacja, czyli gwaltowne suszenie ze stanu glebokiego zamrozenia. Technologia ta jest
jednak kosztowna, a ponadto towarzyszy jej rowniez ryzyko uszkodzenia komoérek bakterii
podczas procesu zamrazania. Enzymy obecne w biopreparatach sg wytwarzane przez bakterie,
ro$liny lub grzyby, a ich masowa produkcja odbywa si¢ przy udziale wyspecjalizowanych firm
biotechnologicznych, takich jak Novonordisc czy Bacteria Conspects Inc. Doktadny sktad

biopreparatow zazwyczaj objety jest tajemnicg handlowa, powszechnie wiadomo jednak, ze
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biopreparaty zawierajg nie tylko bakteric i enzymy, lecz takze pozywki, takie jak
trojpolifosforan sodu, siarczan amonu, substancje buforujace, srodki powierzchniowo czynne
I no$niki organiczne, na przyktad srute sojowa [199].

Biopreparaty bakteryjne sg szczegdlnie skuteczne w degradacji zanieczyszczen
organicznych obecnych w S$ciekach rolniczo-spozywczych i bytowo-gospodarczych. Ich
stosowanie wymaga regularno$ci, lecz przynosi pozytywne rezultaty. Z kolei biopreparaty
enzymatyczne =znalazty zastosowanie interwencyjne w procesach udrazniania sieci
kanalizacyjnej, osadnikow oraz komor osadu czynnego. Wyrdzniaja si¢ takze zdolno$cia
usuwania zanieczyszczen w trudnych warunkach, takich jak obecno$¢ substancji hamujacych
rozwoj bakterii czy niska temperatura. Zasada dziatania biopreparatow, wspomagajacych
degradacj¢ zanieczyszczen, opiera si¢ na wykorzystaniu zwigzkow organicznych jako zrédta
energii, wegla i elektronéw. Dzigki temu mikroorganizmy w biopreparatach moga rosnac,
rozmnazac si¢, a zwigzki organiczne w wodach 1 $ciekach ulegaja stopniowej degradacji do
nieszkodliwych produktow koncowych [157]. Szczepy bakterii moga by¢ przechowywane
w formie liofilizatow, zamrozonych czy specjalnych zawiesin [200,201].

Kluczowym elementem skutecznosci biopreparatéw w procesach oczyszczania $ciekow
jest obecno$¢ bakterii kwasu mlekowego 1 zwigzana z nimi produkcja aktywnych
antagonistycznych metabolitow . Bakterie te wydzielaja kwasy organiczne (mlekowy, octowy,
mrowkowy, propionowy, mastowy, hydroksylowy i ftalowy), enzymy, chelaty metali,
bakteriocyny i przeciwutleniacze [202,203]. Przeciwutleniacze przyczyniaja si¢ do poprawy
separacji substancji statych od cieczy, co stanowi podstawe¢ w oczyszczaniu wody [204,205].
Badania sugeruja, ze obecno$¢ pozytecznych organizméw w biopreparatach powinna sprzyjac
rozktadowi materii organicznej, przeksztatcajac ja w dwutlenek wegla (CO2), metan (CHa) lub
wykorzystujac do wzrostu i reprodukcji [206,202,204].

Badania wykazuja takze, ze wiele drobnoustrojéw wydziela substancje o antagonistycznym
wplywie na wzrost 1 rozwo0j innych organizmow. Te substancje wplywaja na konkurencyjne
organizmy, ostabiajgc je lub niszczac. Im szersze jest spektrum ich aktywnosci, tym wigksze sg
szanse przetrwania i dominacji wytwarzajacych je mikroorganizméw w danym Srodowisku
[207]. Wsrod interesujacych metabolitow komdrkowych o silnym dziataniu antybakteryjnym
znajduja si¢ bakteriocyny. Sa to biatkowe substancje o masie czasteczkowej od kilku do
kilkudziesi¢ciu kDa, wytwarzane przez rozne grupy bakterii. Wigkszos¢ z nich charakteryzuje
waskie spektrum aktywnos$ci, gdyz dzialaja glownie na bakterie blisko spokrewnione
Z organizmami je wytwarzajacymi [208]. A. Sip 1 in.[209] zauwazaja, ze istnieja bakteriocyny

zdolne do oddzialywania na bakterie niespokrewnione z ich producentami. Zdolno$¢ do
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produkcji bakteriocyn zazwyczaj jest cechg szczepowa, a w obrebie danego gatunku moze by¢

obecna u 1-100% [210]. Przyktadowo 75%
monocytogenes, 63% szczepoéw Lactobacillus acidophilus, 40% szczepow Escherichia coli

szczepow bakterii szczepow  Listeria
posiada zdolnos$¢ do syntezy bakteriocyn. Statystycznie co 13 szczep bakteryjny zgromadzony

w American Type Culture Collection wykazuje wlasciwosci bakteriocynogenne (tabela 6)
[209].

Tabela 6. Rodzaje bakterii zdolnych do produkcji bakteriocyn
Zrédto: [209]

Bakterie Gram-dodatnie Bakterie Gram-ujemne
Bacillus Actinobacillus
Brevibacterium Acetobacter
Carnobacterium Bacterioides
Clostridium Brucella
Corynebacterium Caulobacter
Enterococcus Citrobacter
Lactobacillus Enterobacter
Lactococcus Erwinia
Leuconostoc Escherichia
Listeria Haemophilus
Micrococcus Halobacterium
Mycobacterium Klebsiella
Pediococcus Niesseria
Propionibacterium Sarcina Pasteurella
Staphylococcus Proteus
Streptococcus Pseudomonas

Salmonella
Serratia
Shigella
Yersinia
Vibrio

Przyktadowo substancja antybakteryjna/bakteriocyna wydzielana przez Lactococcus lactis
ssp. Lactis wykazuje zdolno$¢ hamowania wzrostu bakterii, zarowno tych zdolnych do
wytwarzania przetrwalnikow (jak Bacillus i Clostridium), jak i tych, ktore nie tworza
przetrwalnikow (jak Listeria, Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Pediococcus),
glownie bakterii Gram-dodatnich. Jej optymalna rozpuszczalno$§¢ wystgpuje w Srodowisku
0 kwasnym pH. Ponadto wykazuje ona szerokie spektrum aktywnosci, co czyni jg skuteczng

W zwalczaniu wielu réznych rodzajoéw bakterii.
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Mozna dokona¢ klasyfikacji bakteriocyn ze wzgledu na ich strukture oraz zastosowanie.
Takie podzialy uwzgledniajg réznice strukturalne i funkcjonalne migdzy bakteriocynami, co

ma istotne znaczenie w zrozumieniu ich roli oraz potencjalnych zastosowan:

e Bakteriocyny o niskiej masie czasteczkowej (ponizej 5 kDa):

o Charakteryzuja si¢ obecnoscig nietypowych aminokwasow, takich jak
lantionina.

o Przyklady to nizyna, laktocyna S, laktycyna.

e Bakteriocyny o masie ponizej 10 kDa:

o Termo-stabilne i aktywne wobec bakterii, zwlaszcza Listeria.

o Naleza do nich kurwacyna A, leukocyna (o aktywnos$ci uwarunkowanej
wspotdzialaniem dwodch biatek), oraz laktacyna G + M (aktywowana
grupami tiolowymi po zredukowaniu reszty cysteinowej), a takze
laktokokcyna B.

e Termo-wrazliwe bakteriocyny o wysokiej masie czasteczkowej (powyzej 30 kDa):

o Przyktady to acidofilina A, laktacyna A i B.

e Bakteriocyny z obecnoscig czesci lipidowych lub sacharydowych:

Do tej kategorii nalezg leukonocyna i laktocyna 27 [211].

Jedno z pierwszych uzy¢ biopreparatow w dziedzinie technologii Sciekow miato miejsce
w Stanach Zjednoczonych juz w latach 30. XX wieku, kiedy za ich pomoca probowano
zintensyfikowa¢ proces fermentacji osadu [212]. Pdzniej znalazly zastosowanie gtownie
w osadnikach gnilnych [213]. W 1953 roku McKinney i Poliakoff [214] przeprowadzili badania
nad wplywem biopreparatow na skuteczno$¢ procesu oczyszczania $ciekOw metoda osadu
czynnego [215]. Jak przytacza Dymaczewski i in.[199], podobne eksperymenty przeprowadzali
rowniez Robinson w 1954r. [216], Bryan w 1969r.[217], Slote w 1970r., Chambers
w 1977r.[218], Yung w 1987r.[219], Aitken w 1993r.[220] oraz inni. Mimo ze badania
laboratoryjne nie zawsze jednoznacznie potwierdzaty skuteczno$¢ biopreparatow, wiekszos¢
operatordw oczyszczalni stosujacych EM-y (rozwinigcie skrotu w dalszej czesci wywodu)
obserwowala ich korzystny wplyw na procesy biologicznego rozktadu zanieczyszczen [199].
Ponadto analizy laboratoryjne zintegrowanego, przydomowego systemu oczyszczania §ciekow
bytowych z obszarow AL-Gabal AL-Asfar w Egipcie wykazaly, ze wykorzystaniec EM-0w
W procesach oczyszczania $ciekOw znacznie zmniejszyto liczbe gatunkow patogennych

reprezentowanych przez bakterie z grupy coli, m.in. dzigki czemu konicowo oczyszczone $cieki
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spetniaty wymagania dotyczace ponownego wykorzystania Sciekow w nawadnianiu do celow
rolniczych [15].

W ostatnich kilku dekadach rozwdj przemystu i rolnictwa spowodowal nadmierne
wykorzystanie réznorodnych substancji chemicznych w celu degradacji zanieczyszczen,
a takze w ochronie i plonowaniu roslin. Wraz ze wzrostem swiadomosci dotyczacej zagrozen
zwigzanych z uzywaniem tych substancji podjeto poszukiwania nietoksycznych alternatyw,
bezpiecznych zaré6wno dla $rodowiska, jak i zdrowia ludzkiego. Obecnie biopreparaty
naturalne stanowig alternatywe dla preparatow chemicznych. S3 to s$rodki stworzone
z wykorzystaniem szczepow bakterii saprofitycznych, glownie z rodzaju Bacillus subtilis
i Bacillus cereus, grzybow (drozdzy) i enzymow indukujgcych procesy biodegradacji
zanieczyszczen — organicznych  oraz  podtrzymujacych  przemiany  zanieczyszczen
nieorganicznych [157,200].

Biopreparaty obejmuja wspoétistniejace réznorodne, skuteczne, pozyteczne 1 niepatogenne
mikroorganizmy. Ogolnie rzecz biorgc, tworzy je kombinacja gatunkow tlenowych
I beztlenowych, powszechnie wystepujacych we wszystkich ekosystemach [202]. Zawieraja
okoto 80 réznych rodzajow mikroorganizméw, przyczyniajacych si¢ do oczyszczenia
i poprawy jako$ci mikrobiologicznej $rodowiska naturalnego. Wsr6d nich mozna wyr6znié
bakterie fotosyntetyzujace, bakterie kwasu mlekowego, drozdze, promieniowce i grzyby
fermentujace [221]. Biopreparaty EM (ang. Effective microorganisms) to jedne z najbardziej
renomowanych biopreparatow na $wiecie, majace swoje korzenie w Japonii, gdzie zostaly
stworzone przez profesora Teuro Higg, eksperta w dziedzinie upraw roslin tropikalnych na
Wydziale Rolnym Uniwersytetu Ryukyus w Okinawie [222,201]. Termin biopreparat wywodzi
si¢ z potaczenia greckiego stowa bios, co oznacza zycie, oraz tacinskiego preparatum,
odnoszacego si¢ do przygotowania [223]. W sktad biopreparatow wchodzg bowiem zywe
organizmy lub odpowiednio przygotowane produkty ich metabolizmu [224]. Mechanizm
dziatania biopreparatow polega na wykorzystaniu substancji organicznych jako zrodta wegla
I energii przez zawarte w nich mikroorganizmy. Dzigki temu mozliwy jest wzrost i rozwdj
drobnoustrojéw, jednocze$nie stopniowo biodegradujacych substancje organiczne do
nieszkodliwych produktow koncowych [201]. Stosowanie biopreparatow ma na celu

hamowanie rozwoju patogennych grzybow lub bakterii [198].
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Ponizej przedstawiono najwazniejsze mikroorganizmy sktadajace si¢ na EM-y oraz sposéb

ich dziatania:

e Bakterie fotosyntetyzujace (Rhodopseudomonas palustrus i Rhodobacter spaeroides) —
to samozywne organizmy posiadajace zdolnos¢ wytwarzania uzytecznych substancji
Z materialu organicznego, szkodliwych gazéw (siarkowodoru) i1 korzeni roslin,
wykorzystujace jako zrodlo energii ciepto gleby i $wiatlo sloneczne. Wystepuja
zarowno jako organizmy tlenowe, jak 1 beztlenowe. Wyprodukowane przez nie
substancje, takie jak aminokwasy, kwasy nukleinowe i substancje bioaktywne,
wspomagaja wzrost roslin 1 zwigkszaja dziatanie promieniowcow.

e Bakterie kwasu mlekowego (Lactobacillus plantarum, L. casei i Streptoccus lactis) —
odpowiadajg za wytwarzanie kwasu mlekowego z cukrow i innych weglowodanow
wyprodukowanych przez drozdze i bakterie fotosyntetyzujace. Kwas mlekowy dziata
jako skuteczny sterylizator, hamujac rozwdj szkodliwych mikroorganizmow
i przyczyniajac si¢ do rozktadu materiatu organicznego oraz zatrzymujac rozwoj
szkodliwych mikroorganizmow, m.in. grzyboéw z rodzaju Fusarium. Te bakterie sg
réwniez kluczowe w produkcji zywnosci, takiej jak jogurty czy kiszonki.

e Promieniowce (Streptomyces albus i S. griseus) — Gram-dodatnie bakterie, ktore
z aminokwasow wydzielanych przez materi¢ organiczng i bakterie fotosyntetyzujace
produkuja substancje antybiotyczne, hamujace rozwoj szkodliwych bakterii 1 grzybow.
Dodatkowo przyspieszaja wigzanie azotu przez bakterie azotowe, wystepujace
W korzeniach roslin motylkowych.

e Drozdze (Saccharomyces cerevisiae i Candida utilis) — Syntetyzujg antybiotyczne
i pozyteczne substancje z cukrow i aminokwasow wydzielanych przez m.in. bakterie
syntetyzujace. Produkujg rowniez enzymy 1 hormony, aktywizujace podziat komorek.
Dodatkowo ich wydzieliny stanowig pozyteczne substraty dla aktywnych
mikroorganizmow, takich jak promieniowce czy bakterie mlekowe.

e Grzyby fermentujace (Aspergillus oryzae, Penicillium sp. i Mucor hiemalis) -
przedstawiciele tej zrdéznicowanej grupy organizmoéw nie s3 zdolni do produkcji
pokarmu, dlatego odzywiaja si¢ martwg materig organiczng lub pasozytujg na innych
drobnoustrojach. Pelnig funkcje wspomagajaca rozklad materialu organicznego,
przyczyniajac  si¢ do  powstania  estrow, alkoholu oraz = zwigzkow

antymikrobiologicznych [222,225,226].
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Waznym aspektem technologii mikrobiologicznej jest odpowiedni dobdr biopreparatu.
Skuteczny preparat musi zawiera¢ mikroorganizmy, ktére znajda sprzyjajace warunki do
rozwoju i adaptacji w danym $rodowisku. Na polskim rynku dostepne sa liczne biopreparaty
mikrobiologiczne, a od kilku lat mozna zaobserwowa¢ Szybki rozwoj tej gatezi rynku. Kilka
firm, takich jak Hantpol Biotechnologia i Ochrona Srodowiska z Warszawy czy Trigger
Wytwérnia Preparatéow do Ochrony Srodowiska w Tarnobrzegu, zajmuje si¢ produkcja
biopreparatow, koncentrujac si¢ na biotechnologicznych metodach oczyszczania $ciekow,
produkcji biopreparatow oraz namnazaniu szczepOw bakterii [226]. Przyktadem pionierskiego
podejscia do problemu ochrony srodowiska jest biopreparat Trigger [227], jedno z pierwszych
polskich rozwigzan opartych na wykorzystaniu mikroorganizmoéw. Zawiera w swoim skladzie
bakterie, enzymy, aktywatory biologiczne, substancje pozytkujace, nosniki mineralne
0 rozwinietej powierzchni oraz substancje stabilizujace. Stworzono go do biodegradacji
réznorodnych odpaddéw organicznych, takich jak odpady roslinne, zwierzece, papier, drewno,
odchody czy Scieki [228].

Biopreparaty majg szereg zalet, takich jak niekorozyjnos¢, bezpieczenstwo dla materiatow
sztucznych i ceramiki oraz nieszkodliwos$¢ dla ludzi, zwierzat i roslin. Wykorzystuje si¢ je m.in.
w nieefektywnych oczyszczalniach $ciekow, do przyspieszenia rozruchu nowych oczyszczalni,
w przypadku niewlasciwej struktury ktaczkow w osadzie czynnym, a takze do przywracania
réwnowagi na oczyszczalni po sytuacjach awaryjnych. Korzy$ci wynikajace ze stosowania
biopreparatow mikrobiologicznych do rekultywacji wod 1 $ciekow obejmujga m.in. szybka
biodegradacj¢ substancji toksycznych, regeneracje¢ naturalnej flory bakteryjnej, poprawe
jakosci odprowadzanych $ciekow, redukcje ilosci nadmiernie gromadzacych si¢ osadow

sciekowych oraz fatwos¢, szybkos$¢ i niskie koszty aplikacji.

6.2. Fizyczne metody dezynfekcji $Sciekow — promieniowanie ultrafioletowe UV

Druga grupe metod wykorzystywanych do dezynfekcji §ciekow stanowig procesy fizyczne,
czyli: techniki membranowe, promieniowanie ultrafioletowe UV, procesy pasteryzacji czy
termicznego suszenia, a takze promieniowanie jonizujace, czyli tzw. dezynfekcja radiacyjna
oraz ultradzwigki.

Proces dezynfekcji UV opiera si¢ na reakcji fotochemicznej, ktora zachodzi w DNA i RNA
mikroorganizméw pod wplywem promieniowania (dezaktywuje mikroorganizmy od

wewnatrz, wplywajac na ich materiat genetyczny [229]). DNA mikroorganizméw stanowi
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kluczowy element decydujacy o ich funkcjonowaniu i dtugo$ci zycia. Promieniowanie UV
dziata gtownie poprzez zmiany w kwasach nukleinowych, zwlaszcza w nukleotydach DNA.
Wytwarzane podczas ekspozycji na promieniowanie UV dimery tyminy i inne zmiany
w strukturze DNA uniemozliwiajg standardowy proces replikacji, co prowadzi do mutacji lub
$mierci komorki. Stopien wrazliwosci mikroorganizméw zalezy od roznych czynnikow, takich
jak rodzaj, wiek, wielko$¢ mikroorganizméw, ich stan fizjologiczny, warunki srodowiskowe
oraz forma mikroorganizmu. Przyktadowo do unieszkodliwienia bakterii i wiruséw potrzebna
jest mniejsza dawka promieniowania w poréwnaniu do plesni i drozdzy, a ponadto formy
zarodnikowe sg trwalsze niz formy wegetatywne [230]. Dodatkowo promieniowanie UV ma
posredni wptyw na bakterie, tworzac toksyczne zwigzki w komorkach. W warunkach
tlenowych promieniowanie UV-C dziata najskuteczniej, podczas gdy obecno$¢ substancji
obnizajacych potencjal oksydacyjno-redukujacy zmniejsza jego wptyw [231]. W konteksScie
skuteczno$ci  dziatania  fizyczno-chemicznych  procesow  dezynfekcji  $ciekow
Olanczuk-Neyman i in.[232] twierdza, ze: ,,inaktywacja mikroorganizmow zalezy od: typu
mikroorganizmu i jego oporno$ci na $rodek chemiczny, charakterystyki fizykochemicznej
srodowiska oraz od typu dezynfektanta i sposobu jego dzialania. Najbardziej wrazliwe na
stosowane do dezynfekcji $rodki chemiczne sa bakterie w postaci wegetatywnej, bardziej
oporne sg wirusy jelitowe 1 bakterie tworzace przetrwalniki, a najwieksza opornos¢ wykazuja
oocysty (np. Cryptosporidium parvum), cysty (Giardia lamblia), przetrwalniki (Clostridium
perfringens), bakterie kwasoodporne (np. Mycobacterium spp.) a ponadto jaja helmintow
(Ascaris lumbricoides). Skuteczno$¢ dezynfekcji moga obnizy¢ podwyzszone stezenia
réznorodnych fizycznych 1chemicznych zanieczyszczen Sciekow, jak np. zawiesina,
rozpuszczone substancje organiczne i jony nieorganiczne”. Nalezy réwniez zwroci¢é uwage
m.in. na bakterie oporne na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (antybiotykoopornos¢), ktoére
stanowig nowe wyzwanie w procesach oczyszczania i dezynfekowania $ciekéw. Badania
pokazuja, ze sposob ich skutecznej eliminacji nie jest jeszcze doktadnie poznany i moze
wymagac zastosowania metod tgczonych np. promieniowania UV z chlorem [233].
Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest promieniowaniem elektromagnetycznym
0 dtugosci fal od 100 do 400 nm. Jak zauwaza A. Niemczykowska i in. [234], wyr6znia si¢
dwa podzialy pasm UV: techniczne (daleki ultrafiolet obejmujacy promieniowanie z zakresu
od 100 do 200 nm i bliski ultrafiolet z zakresu od 200 do 300 nm) oraz ze wzglgdu na
oddzialywanie: krotkie (UV-C, 200-280 nm), $rednie (UV-B, 280-315 nm) i dhugie (UV-A,
315-400 nm) [235,236]. Pasmo krotkie, szczegolnie UV-C w zakresie od 200 do 280 nm, jest

najbardziej niebezpieczne dla organizmoéw zywych i stanowi najskuteczniejsza metode
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dezynfekcji. Przenika ono przez Scianki komorkowe mikroorganizmow, powodujac trwate
uszkodzenia struktury ich DNA. Skutkuje to niezdolnoscig do reprodukc;ji, co z kolei prowadzi
do calkowitej eliminacji patogenow, zaleznej od czasu i nat¢zenia promieniowania UV [235].
Ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali od 254 do 265 nm wywotuje
szybka reakcje fotochemiczng, ktora prowadzi do eliminacji mikroorganizmdw lub utraty ich
zdolnosci reprodukcyjnych [35]. Diugos¢ fali 254 nm jest szczegdlnie skuteczna w eliminacji
mikroorganizméw [237] a najsilniejsze dzialanie bakteriobdjcze wykazuje promieniowanie
0 dtugosci fali rownej 260 nm [238]. Tradycyjna aparatura sktada si¢ z lamp rteciowych z falg
ciaggla, pracujacych w formacie niskoci$nieniowym (monochromatycznym przy 253,7nm) lub
$redniocisnieniowym (polichromatycznym w zakresie UV i $wiatla widzialnego) [239].
Ekspozycja na promieniowanie UV-C powoduje szereg zmian w kwasach nukleinowych
mikroorganizméw, takich jak rozrywanie tancucha RNA lub DNA, denaturacja biatek,
powstawanie dimerow pirymidyny. Te zmiany znieksztatcaja strukture nici DNA, utrudniajac
jej odtworzenie si¢, co prowadzi do ich $mierci lub utraty zdolnosci reprodukcyjnych [240].
Promieniowanie to powoduje roéwniez tworzenie wigzan pomi¢dzy DNA a biatkami, krzyzowe
polaczenia miedzy dwiema ni¢mi DNA, a takze powstawanie letalnych dla komoérek dimeréw
pomiedzy resztami tyminy w tej samej nici DNA [236].

Aby przeciwdziata¢ szkodliwemu dziataniu promieniowania, bakterie rozwingty
mechanizmy reperacji uszkodzonego materiatu genetycznego. Wyro6znia si¢ reperacj¢ ciemng
oraz reparacj¢ $wietlna, znang réwniez jako fotoaktywacja, ktdora ma miejsce w trakcie
naswietlania $wiattem widzialnym (wystepuje m.in. u bakterii coli) [241,234]. Fotoreaktywacja
jest aktywowana przez enzym fotoliazowy w obecnosci $wiatta widzialnego o dlugosci fali A =
370 nm. Energia fotondéw $wiatta (hv) inicjuje rozszczepienie dimerow, co skutkuje
przeksztalceniem czasteczek DNA. Mechanizm fotoreaktywacji zachodzi, gdy enzymy
rekonstruuja uszkodzong struktur¢ DNA, spowodowang promieniowaniem UV. Warto
zauwazyC, ze obecnos¢ enzymow komorkowych istotnie wplywa na efektywno$¢ procesu
dezynfekcji UV. Dlatego tez istotne jest zniszczenie tych enzymow, co mozna osiagnac, jak
podaja niektdre dane literaturowe, poprzez uzycie promieniowania ultrafioletowego o dlugosci
fali 280 nm. Warto podkresli¢, ze promieniowanie UV o dtugosci fali 254 nm nie posiada takie;j
zdolnosci, co oznacza, ze niskocisnieniowe lampy UV emitujace swiatto o dlugosci fali 254 nm
majg ograniczone mozliwosci dezynfekcyjne, poniewaz nie sg w stanie niszczy¢ ww. enzymow.
Po dokonanej naprawie mikroorganizmy odzyskuja zdolnos$¢ do replikacji 1 infekowania
gospodarza, tak jak przed inaktywacja spowodowang przez promieniowanie UV [230].

Udowodniono, ze organizmy reagujace na fotoreaktywacj¢ wymagaja 2,2 razy wigcej
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promieniowania UV do osiagniecia 90% dezaktywacji w porownaniu do tych, ktére nie
podlegaja temu procesowi [230]. Zjawisko fotoregeneracji jest niekorzystne, zwlaszcza
W konteks$cie odprowadzania $ciekow do odbiornika wod zanieczyszczonych zwigzkami
organicznymi. Dowiedziono, ze obecno$¢ resztkowego BZT w oczyszczonych
i zdezynfekowanych $ciekach sprzyja ponownemu wzrostowi populacji bakterii w korzystnych
warunkach srodowiskowych.

Proces ciemnej naprawy stanowi znacznie wolniejsza forme¢ odbudowy mikroorganizméow
niz fotoreaktywacja. Polega on na identyfikacji oraz wycig¢ciu uszkodzonych fragmentow
DNA, a nastepnie na ich zastgpieniu nowymi fragmentami. Dominujacg formg mechanizmu
naprawy w ciemnosci jest proces fizycznego nacigcia (wycigcia) dimerycznych uszkodzen nici
DNA przez kompleks enzymatyczny. Nadal pozostaje niejasne, jakie doktadnie mechanizmy
przewazaja w procesie odbudowy komorek [242].

Hancock i Davis [243] proponuja zupetie inny mechanizm odrastania komorek. W swoich
badaniach zaobserwowali, ze rozwielitki wystepujace w osadnikach wtérnych potykaty
bakterie z grupy coli, chronigc je przed promieniowaniem UV w dalszym procesie dezynfekcji.
Gdy gatunki dafni umieraja, w kolejnych etapach procesu uwolnione bakterie moga
regenerowac si¢ i odbudowywacé populacje [230].

Technologia oczyszczania Sciekow wykorzystuje gtownie lampy UV-C. Dawka energii
pochionigta przez mikroorganizmy i czas ekspozycji to dwa wazne czynniki decydujace
0 powodzeniu dezynfekcji UV. Jedli ilosci tych dwoch czynnikow nie jest wystarczajaca,
ponowny wzrost mikroorganizméw moze si¢ powtdrzy¢. Zespot Somnath 1 Basu zauwazyt
gwaltowny wzrost stezenia bakterii z grupy coli i stosunku bakterii z grupy coli do bakterii
ogotem miedzy 24 a 48 godzing po zastosowaniu promieniowania UV, w porownaniu do stanu
tuz po jego zastosowaniu. Tempo wzrostu stopniowo malalo mi¢dzy 72 a 144 godzing. Podobne
trendy obserwowane sg w innych badaniach [230].

Stabilnos¢ mikrobiologiczna $ciekdw oczyszczonych po procesie dezynfekcji
promieniowaniem UV odnosi si¢ do utrzymania skutecznos$ci dziatania dezynfekcji oraz
minimalizacji odradzania si¢ mikroorganizmow. Stabilno$¢ mikrobiologiczna jest istotnym
aspektem jakos$ci, poniewaz nawet po zakonczeniu procesu dezynfekcji srodowisko wodne
moze by¢ nadal narazone na zanieczyszczenia biologiczne, jesli populacja mikroorganizméw
ponownie wzro$nie w wyniku np. przenoszenia si¢ mikroorganizméw z innego zrodta, np.
zanieczyszczonej wody. Dlatego tez nalezy monitorowaé stabilno$¢ mikrobiologiczna po
zakonczeniu procesu dezynfekcji UV. Aby zapewni¢ stabilno$¢ mikrobiologiczna, konieczne

jest prawidtowe funkcjonowanie i konserwacja systemu dezynfekcji UV oraz utrzymanie
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odpowiednich parametrow operacyjnych, takich jak czas naswietlania, intensywnos$¢
promieniowania UV oraz przeptyw wody. Cho¢ monitorowanie stabilno$ci mikrobiologiczne;j
nie jest nowoscig (powszechnie stosuje si¢ je w kontroli jako$ci wody przeznaczonej do
spozycia, artykutow spozywczych itp.) praktyka tego typu w oczyszczalniach $ciekOw nie jest
powszechna [244,245.246,247].

Zardéwno intensywnos$¢, jak i dawka promieniowania majg znaczacy wptyw na skutecznos¢
eliminacji mikroorganizméw z oczyszczonych $ciekow. W praktyce, podczas pracy reaktora
UV, obserwowane sg kluczowe parametry, takie jak przeplyw, stan lampy i natezenie
promieniowania. Metoda jest szczegélnie efektywna, gdy stosuje sie ja w przypadku
odpowiednio oczyszczonych sciekow. Obecnosé czastek stalych moze obnizy¢ jej skuteczno$é
— mogg zaktocaé transmisj¢ promieniowania UV poprzez pochtanianie lub rozpraszanie
Swiatta, a takze adsorbowanie i/lub transportowanie bakterii, chronigc je przed
promieniowaniem $wietlnym emitowanym przez lampy [248,249]. Zgodnie z ustaleniami
naukowcow [250] istnieje okreslona granica wielkosci czastek, ponizej ktorej nie wplywaja one
negatywnie na dziatanie promieniowania UV — wynosi ona okoto 10 um. Dlatego konieczne
jest monitorowanie poziomu zmetnienia i zawiesin w oczyszczanych $ciekach, aby zapewnié
optymalng efektywnos¢ dezynfekcji UV [35]. Alternatywa mogtoby by¢ zastosowanie dalszych
procesow, takich jak np. ultradzwigki, z jednoczesnym wykorzystaniem promieniowania UV,
co mogloby zmniejszy¢ wielko$¢ czgstek i utrzymac wysoka skuteczno$é dezynfekcji [251].

W ostatnich latach, aby zminimalizowa¢ stabosci konwencjonalnego promieniowania UV
1 zwiekszy¢ skuteczno$¢ dezynfekcji, badania koncentrujg si¢ réznych alternatywnych
podejsciach, jak chociazby impulsowe promieniowanie UV (PUV) i dioda
elektroluminescencyjna UV (UV-LED) lub integracja promieniowania UV z technologiami

nie chemicznymi takimi jak: sonofotoliza, fotokataliza, fotoelektrokataliza) [249,252].

6.3. Chemiczne metody dezynfekcji Sciekoéw — 0zonowanie

W chemicznych metodach dezynfekcji $ciekow najczesciej wykorzystuje sie chlor ze
wzgledu na jego skutecznos$¢ i niskie koszty. Przeprowadzone badania wskazuja jednak, ze
bezchlorowe substancje reaguja z substancjami organicznymi, tworzac niekorzystne produkty
uboczne dezynfekcji (tzw. DBP) [253], w tym m.in. trihalometanéw (THM), kwasoéw
halooctowych (HAA), haloketonéw (HK), halonitrometanow (HNM), haloacetonitrylow
(HAN), nitrozoaminéw (NA) itp. [254], ktoére maja dziatanie rakotworcze, mutagenne,
genotoksyczne, cytotoksyczne i teratogenne.
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Analizujac chemiczne sposoby dezynfekcji Sciekdw, nalezy rowniez zwrdci¢ uwage m.in.
na: dezynfekcj¢ Sciekdw z wykorzystaniem kwasu nadoctowego czy nadmrowkowego, a takze
na mozliwo$¢ zastosowania alternatywnych metod dezynfekcji: np. metoda PEROXONE [35],
srodek dezynfekujacy o nazwie CAC-717 (sktadajacy si¢ z mezoskopowych krysztatdéw wapnia
wodoru weglanowego) czy wykorzystanie zelazianu (VI) (FeVIO42, Fe(VI)), bedacego
srodkiem utleniajaco-dezynfekujacym, stosowanym do oczyszczania szerokiej gamy
zanieczyszczen w $ciekach, w tym zanieczyszczen mikrobiologicznych [255]. Ozonowanie
W procesie oczyszczania SciekOw stanowi pewng alternatywe dla powszechnie stosowanych
chemicznych metod dezynfekcji Sciekow.

Ozon (O3) to alotropowa forma tlenu sktadajgca si¢ z trojatomowych czasteczek. Jego silne
wlasciwosci aseptyczne i toksyczne sprawiaja, ze od lat jest stosowany do dezynfekcji wody
i Sciekow. Dziatanie ozonu jako $rodka dezynfekujacego opiera si¢ na jego zdolnosci do
zwigkszania przepuszczalnosci $cian i bton komodrkowych poprzez ozonolize [178], ktora
wynika z podwojnych wigzan w lipidach (wpltyw na bakterie jest zauwazalny poprzez
degradacje $ciany komorkowej, co prowadzi do lizy komodrkowej z powodu utleniania
protoplazmy). Kiedy czasteczka ozonu rozpada si¢ w miejscu podwojnego wigzania, miedzy
atomami wegla powstajg krotsze tancuchy, zabijajace bakterie szybciej niz chlor. Peroksydacja
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych zachodzi pod wptywem ozonu, prowadzac do
zmian w strukturze btony komorkowej. Odkrycie, ze blona komérkowa zawiera okoto 10°
podwojnych wiazan, wyjasnito zdumiewajaca skuteczno$¢ ozonu, przewyzszajaca inne srodki
dezynfekcyjne. Ozon istotnie wplywa na metabolizm komorkowy poprzez utlenianie
koenzyméw NADH i1 NADPH, kluczowych w reakcjach syntezy i1 rozktadu, takich jak
oddychanie i synteza kwasow ttuszczowych. Jego skutecznos¢ zalezy rowniez m.in. od szczepu
bakterii — wykazuje nizsza wrazliwo$¢ dziatania na bakterie Gram-ujemne niz na bakterie
Gram-dodatnie[231,250, 35].

Ozon, poprzez utlenianie arsenu, zelaza i manganu w wodzie, generuje nierozpuszczalne
substancje, mogace by¢ skutecznie usunig¢te poprzez proces filtracji, ktory tym samym
eliminuje te zanieczyszczenia. Ponadto wykazuje zdolno$¢ do obnizania biologicznego
zapotrzebowania na tlen (BZT) oraz chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT), a takze
redukcji materiatdéw organicznych. Dodatkowo ozon ma mozliwo$¢ niszczenia potencjalnie
rakotworczych zwigzkdw, takich jak wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA).
Moze by¢ takze skuteczny w eliminowaniu ucigzliwych zapachow oraz elementow
refrakcyjnych, co wzmacnia jego wszechstronne zastosowanie w procesie 0czyszczania
srodowiska [256].
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Pomimo powszechnego zastosowania ozonu w dezynfekcji dokladny mechanizm jego
dzialania nadal nie zostat do konca poznany. W kontekscie dezynfekcji wirusowej rozwazane
sa rozne aspekty tego dziatania, takie jak atak oksydacyjny na biatka ochronne pokryte ozonem,
interakcje z kwasem dezoksyrybonukleinowym lub kwasem rybonukleinowym. Mimo ze
istniejg badania nad tym zagadnieniem [257,258,259], catkowity zakres dziatan ozonu w tym
kontek$cie nie zostat jeszcze w pelni zdefiniowany. Inaktywacja drobnoustrojow zwigzana

Z ozonowaniem zalezy od wielu czynnikow srodowiskowych, przyktadowo:

e Temperatura — wplywa na szybkos$¢ rozpadu Os, prowadzgc do powstania wysoce
reaktywnych form, takich jak HO2 i HO. Warto zauwazy¢, ze Os jest mniej rozpuszczalny
w wyzszych temperaturach — rozpuszczalno$¢ ozonu w wodzie/$cickach maleje wraz ze
wzrostem temperatury cieczy [260,256].

e Wilgotno$¢ wzgledna oraz pH — stanowig istotne elementy skutecznego ozonowania.
Wyzsze pH sprzyja zaawansowanym procesom utleniania — prowadzi do rozpadu zwigzku
do wysoko reaktywnych form, jakimi sa wolne rodniki (np. rodnik hydroksylowy °OH)
[261,262,263]. Badania wskazujg, ze wzrost wilgotnosci wzmacnia inaktywacj¢ bakterii
[264].

e (Czas kontaktu, rodzaj organizmu, dawkowanie i zapotrzebowanie na ozon sg kluczowymi
czynnikami wplywajacymi na skuteczno$¢ ozonowania [265]. Natomiast zmgtnienie,
obecnos¢ substancji organicznych i innych dodatkéw, dodatkowo moga komplikowa¢ ten
proces [256].

e Warto$¢ potencjatu redoks rowniez odgrywa istotng role w hierarchizacji sit utleniania

substancji (warto$¢ potencjatu dla ozonu w S$rodowisku kwasnym wynosi 2,07V; dla

poréwnania wartosci potencjatu dla ditlenku chloru wynosi 1,71V, a dla tlenu 1,23V) [266].

Nadtlenek wodoru (H20-) jest wazny jako inicjator i promotor rozktadu ozonu. Jesli stezenie

H20:> jest zbyt wysokie, moze jednak hamowac¢ rozktad ozonu, ograniczajac reakcje migdzy

nim a ozonem. Substancje 1 jony, takie jak alkohol tertbutylowy, jony weglanowe,

wodoroweglanowe oraz substancje humusowe, dzialaja jako inhibitory reakcji rozktadu

ozonu, neutralizujac wolne rodniki [267,268,266].

e Skuteczno$¢ inaktywacji bakterii zalezy dodatkowo od sktadu spoteczno$ci bakteryjnej,
obejmujacego wielkosé, ksztatt i sktad btony komorkowej. Kwestionuje si¢ przekonanie, ze
wyniki uzyskane dla bakterii hodowanych w warunkach laboratoryjnych mozna

bezposrednio przenies¢ na autochtoniczne zbiorowiska bakterii w wodzie pitnej lub
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sciekach, z uwagi na rdéznorodnos¢ ich wilasciwosci fizycznych, chemicznych

I biologicznych [269,256].

Podstawowe czynniki tj. dawka ozonu, czas kontaktu czy warunki S$rodowiskowe
warunkuja prawidtowy monitoring i kontrole jakosci zastosowanego procesu. Stabilnos¢
mikrobiologiczna odnosi si¢ do utrzymania efektywnos$ci dezynfekcji w dtuzszym czasie oraz
minimalizacji ryzyka ponownego zanieczyszczenia wody [270]. Stabilno$¢ mikrobiologiczna
scieckow oczyszczonych po procesie dezynfekcji ozonem jest kluczowym zagadnieniem
W ocenie skuteczno$ci dezynfekcji oraz w zapewnieniu bezpieczenstwa zdrowotnego. Nie
zawsze jest jednak rutynowo przeprowadzana w praktyce, m.in. przez brak standardowych
procedur, kosztownos¢ i czasochtonnos¢ czy brak wymogow regulacyjnych.

Z uwagi na swoja budowe chemiczng ozon w $rodowisku wodnym moze reagowac
Zroznymi substancjami wedlug trzech zasadniczych mechanizméw: reakcji utleniania
i redukcji, reakcji cykloaddycji oraz reakcji podstawiania elektrofilowego. Podczas tych
reakcji mozliwe jest powstawanie wolnych rodnikow. W efekcie wyrdznia si¢ dwa typy reakcji

ozonu w $srodowisku wodnym:

e reakcje bezposredniego dzialania ozonu czasteczkowego — wysoce selektywne;
ograniczaja si¢ wytacznie do nienasyconych zwigzkéw alifatycznych, aromatycznych
oraz aminowych; powstate produkty sg bardzo nietrwate 1 przeksztatcajg si¢ w tatwo
biodegradowalne zwigzki karbonylowe [271];

e reakcje posrednie — wystgpuja W nich wtorne produkty utleniania (rodniki
hydroksylowe HO i hydroksynadtlenkowe HO>), towarzyszace rozpadowi ozonu
w wodzie [266]; sa silnymi utleniaczami (drugi najwyzszy potencjal utleniania po

fluorze, przy 2,86 V); mniej selektywne.

W typowych warunkach wodnych, w tym w $ciekach, zaré6wno reakcje bezposrednie, jak
I posrednie beda przebiegac jednoczesnie, a udziat reakcji posrednich (poprzez atak rodnikow)
bedzie wzrasta¢ wraz ze wzrostem pH. Stopien reakcji rodnikowej, zalezy jednak w duzej
mierze od jakosci wody/Sciekow, a w szczegdlnosci od obecnosci gatunkow wychwytujacych
lub hamujacych oraz zasadowosci [272].

Praktyka pokazuje, ze ozon jest ponad dwukrotnie skuteczniejszy niz chlor w eliminacji
mikroorganizméw. W Polsce dezynfekcja $ciekow miejskich przy uzyciu ozonu nie jest
powszechna z powodu kosztéw, jednak wraz z postgpem technologicznym mozna spodziewac

si¢, ze sytuacja ta ulegnie zmianie, a ozon stanie si¢ bardziej optacalny. Nalezy pamietac, ze
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poniewaz ozon jest bardziej reaktywny niz chlor, w wyniku ozonowania rowniez powstaja
produkty uboczne dezynfekcji. Do ubocznych produktéw ozonowania wody powierzchniowe;j
zaliczymy aldehydy takie jak m.in. formaldehyd (jest jedynym produktem ubocznym
dezynfekcji sklasyfikowanym przez Swiatowa Organizacje Zdrowia jako ludzki czynnik
rakotworczy nalezacy do grupy 1 [273]), acetaldehyd, pentanol czy gliksal; ketony, kwasy
karboksylowe oraz inne produkty, jak np. benzoacetonitryl [274]. Inni naukowcy badajacy
szkodliwo$¢ produktow ubocznych powstajacych podczas dezynfekcji $ciekéw ozonem
wskazali rowniez bromiany i1 N-nitrozodimetyloaminy, ktore okazaty si¢ rakotworcze,
neurotoksyczne oraz mutagenne [273]. Ponadto ozonowanie prowadzi do powstawania
biodegradowalnych produktow, utatwiajacych rozwoj bakterii, przez co ta metoda nie jest

zalecana jako ostatni etap dezynfekcji np. sieci wodociaggowych [275].

65



7. Metody oznaczania mikroorganizméw

7.1. Oznaczenia mikrobiologiczne metodami hodowlanymi

We wszystkich rodzajach wod w $rodowisku naturalnym wystepuja roéznorodne
mikroorganizmy, w tym heterotroficzne bakterie i grzyby (ple$nie i drozdze). Oznaczenie
og6lnej liczby mikroorganizméw w wodzie (okreslanych réwniez jako liczba bakterii
heterotroficznych, catkowita liczba bakterii, liczba kolonii) jest jednym z parametrow
mikrobiologicznych, ktéry dostarcza niezbednych informacji do nadzoru i oceny jakos$ci wody
[276].

Mikroorganizmy, ktére sa zdolne do przezycia i namnazania si¢ w wodzie, w warunkach
laboratoryjnych rosng lepiej w 22° C niz W wyzszych temperaturach, tym samym
charakteryzuja dane §rodowisko 1 mogg odzwierciedla¢ warunki wtasciwe dla danej pory roku.
W przeciwienstwie do nich mikroorganizmy, rosngce w temperaturze 36° C, na ogét krocej
przezywaja w srodowisku naturalnym i istnieje wigksze prawdopodobienstwo, ze pochodza
Z obcych zrodet oraz mogg mie¢ znaczenie sanitarne.

W przypadku liczby bakterii heterotroficznych oznaczanej w temperaturze 22+2°C
wykrywane sg przede wszystkim bakterie stanowigce mikroflorg autochtoniczng wody, ktore
nie majga istotnego znaczenia sanitarnego, gdyz brak im zdolnos$ci wzrostu w temperaturze ciata
ludzkiego (37° C), a zatem zazwyczaj sg nieszkodliwe dla zdrowia cztowieka. Nalezy jednak
pamigta¢, ze populacja mikroorganizméw heterotroficznych wystepujacych w wodzie
obejmuje szeroki zakres rodzajow, w tym Acinetobacter ssp., Aeromonas ssp., Alcaligenes spp.,
Comamonas spp., Enterobacter spp., Flavobacterium spp., Klebsiella spp., Moraxella spp.,
Pseudomonas spp., Shingomonas spp., Stenotrophomonas spp. Mikroorganizmy te sa
rozpowszechnione w Srodowisku, a organizm czlowieka styka si¢ z nimi nieprzerwanie
i narazony jest na kontakt ze znacznie wigksza ich liczba niz poprzez spozywana wodg, np.
przyjmujac je wraz z jedzeniem. Generalnie nie stanowig one zagrozenia dla zdrowia ludzi,
jednak niektore z nich mogg by¢ patogenami oportunistycznymi. Mianem tym okre$la si¢
mikroorganizmy, ktdre nie stanowig zagrozenia dla 0s6b zdrowych, moga natomiast stawac si¢
przyczyna zachorowan w szczego6lnych warunkach, u oséb z upos$ledzeniem odpornosci
roznego pochodzenia, pacjentow przebywajacych w szpitalach na oddziatach intensywne;j
opieki czy salach pooperacyjnych. Ponadto wykazano, ze wysokie wartosci ogodlnej liczby
mikroorganizméw namnazajacych si¢ w 22° C, moga zaburza¢ wynik analiz

mikrobiologicznych w kierunku E. coli.
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W przypadku badan prowadzonych w temperaturze inkubacji 36+2° C wykrywane sg m.in.
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, w tym: Proteus i Serratia oraz bakterie grupy coli:
Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella czy E. coli. Sposréd innych bakterii mozna
wymieni¢ paleczki z rodzaju Aeromonas, Pseudomonas (P. cepacia, P. fluorescens, P.
maltophilia), bakterie z rodzaju Staphylococcus, Enterococcus faecalis. Ze wzgledu na
wykrywane rodzaje bakterii prowadzenie badan w temperaturze 36+2° C moze by¢ zrodtem
informacji co do potencjalnego zanieczyszczenia wody $ciekami lub drobnoustrojami

pochodzenia jelitowego.

7.2. Szybkie metody oznaczania mikroorganizmow

7.2.1. Luminometria ATP

Luminometria opiera si¢ na reakcji hydrolizy ATP do ADP i ortofosforanu lub do AMP
i pirofosforanu, co prowadzi do uwalniania okreslonej ilosci energii swobodnej, ktorg mozna
mierzy¢ jako emisje kwantow $wiatla. Ten proces nazywany jest chemoluminescencja, a gdy
zachodzi pod wplywem enzymow - bioluminescencja. Bioluminescencja polega na
enzymatycznym utlenianiu okre$lonego substratu, jakim jest lucyferyna (L), do jej utlenionej
formy (E:LO¥), charakteryzujacej si¢ podwyzszonym poziomem energii. Nastgpnie kompleks
E:LO powraca do stanu energetycznego emitujac energi¢ w postaci Swiatta [277]. Jakikolwiek
$lad ATP wskazuje na obecno$¢ materii organicznej, w tym bakterii [278]. Dzigki specjalnemu,
wysokoenergetycznemu wigzaniu, ktérym sa potaczone, mozliwe jest wydobywanie si¢
potrzebnej energii. Zawsze gdy dochodzi do ich rozpadu, odlaczana jest jedna reszta
fosforanowa. Na skutek takiej przemiany otrzymujemy zwigzek ADP — adenozynodifosforan
[277]. Z niego ponownie powstaje ATP, ale najpierw musi zaj$¢ odpowiednia reakcja, czyli
fosforylacja. ATP jest dobrym markerem zywych komorek, gdyz jego czasteczki sg produktem
metabolizmu komorkowego. Wraz z obumarciem komorki synteza ATP zostaje zahamowana,
a istniejgce czasteczki sg rozktadane przez wewnatrzkomorkowe enzymy ATP-aze i fosfatazy.
Poziom ATP zalezy od rodzaju drobnoustrojow oraz stanu fizjologicznego komorek. Podczas
proceséw dezynfekcji dochodzi do uszkodzenia bakterii, w wyniku czego zostaje przerwana
ciggtos$¢ blony cytoplazmatycznej, a ATP jest uwalniane na zewnatrz, przez co zwigksza si¢
warto$¢ zewnatrzkomorkowego ATP.

[loéciowe oznaczenie zanieczyszczen z wykorzystaniem luminometrii dziatajacej poprzez
bioluminescencj¢ odbywa si¢ w drodze reakcji katalizowanej przez lucyferazg (na skutek
reakcji enzymatycznej lucyferyny z lucyferaza, ktorej przebieg jest uzalezniony od obecnosci
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jonéw Mg2+ oraz ATP jako kofaktora, powstaje oksylucyferyna), gdzie po aktywacji przez O2
1 ATP nastepuje hydroliza ATP, powodujac emisje §wiatta. Emisja fotondw $wiatla nastepuje
w wyniku przej$cia oksylucyferyny ze wzbudzonego stanu elektronowego do podstawowego.
Luminometr wykrywa i1 mierzy natgzenie swiatta emitowanego proporcjonalnie do ilosci ATP
—1ilos¢ ATP jest wprost proporcjonalna do emitowanej ilosci Swiatta (wyrazanej w jednostkach
porownawczych Relative Light Units [RLU]) [279]. W praktyce oznacza to, ze odczytywana
warto$¢ RLU jest wprost proporcjonalna do ilosci potencjalnie aktywnych jednostek
tworzacych kolonie mikroorganizmow na badanej powierzchni. Na tej podstawie formutuje si¢
wnioski dotyczgce ,,czystosci mikrobiologicznej” [280]. Badania wskazuja, ze luminometria

moze znalez¢ zastosowanie takze w identyfikacji czynnikéw biologicznych [278,281,282].

W dziedzinach $rodowiskowych, w tym przede wszystkim w konteks$cie oczyszczania

Sciekow, analiza ATP moze by¢ wykorzystywana m.in.:

e jako narzedzie do monitorowania jakosci (iloSciowe okre§lanie zawarto$ci
drobnoustrojéw) wody i $ciekdéw po dezynfekcji promieniowaniem ultrafioletowym
(UV) i chlorem [283,284,285,286];

e do oceny jakosci mikrobiologicznej wod: powierzchniowych, deszczowych,
gruntowych i wodociggowych [287];

e do Dbezposredniej oceny wplywu substancji toksycznych na zbiorowiska
drobnoustrojow w uktadzie osadu czynnego [288,289];

e w celu wykrycia przedostawania si¢ drobnoustrojow pochodzacych ze $ciekéw 1 wod

powierzchniowych do wody pitnej [290].

7.2.2. Cytometria przeplywowa FCM

Przyjmuje si¢, ze cytometria przeplywowa (z ang. Flow cytometry — FCM) zostata
opracowana wraz z wynalezieniem sortownika komoérek przez Fulwylera [291] w 1965 roku.
Takze kilka innych technologicznych odkry¢ miato wptyw na ksztalt, jaki FCM przybrato
obecnie. Mowa tu m.in. o wczesnych pracach Moldavana [292], ktory zaprojektowat maty
licznik ogniw, o urzadzeniu opartym na fotopowielaczu do zliczania czastek, stworzonym przez
zespol Guckera i O'Konskiego [293], jak réwniez o koncepcji ogniskowania
hydrodynamicznego przypisywanej Croslandowi-Taylorowi [294], a takze o liczniku Coulter
[295] czy narzedziach do analizy pojedynczych komoérek Kamentsky'ego i in. [296,297,298].
Na ewolucje cytometrii przeptywowej wptywat nie tylko sprzgt — bylo to unikalne potaczenie
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techniki, rozwoju nauki i technologii ostatnich kilku dekad XX wieku. Krytycznym
osiggnieciem okazalo si¢ zastosowanie fluoresceiny sprzezonej z przeciwcialem — antracyna
czy fluoresceing [299,300]. Duzy wplyw na rozwdj cytometrii przeplywowej miaty badania
Hulett i in., ktorzy potaczyli przeptyw i fluorescencje [301]. Ci wybitni naukowcy stworzyli
podstawe dla technologii przeptywu, ktora dojrzata do petnego zintegrowania z codziennymi
srodowiskami pracy klinicystow i badaczy na catym $wiecie [298].

Ze wzgledu na mozliwos$¢ analizy jedynie stosunkowo duzych czastek, niespecyficzne
wigzanie barwnikow fluorescencyjnych oraz stabg i skomplikowang zdolnos$¢ obliczeniowa,
poczatkowe zastosowania FCM byly ograniczone [302]. Przez dilugie lata  metody
cytometryczne na wigkszg skale stosowano jedynie w analizach medycznych i rutynowej
diagnostyce, np. w rozpoznaniu i leczeniu biataczek i chtoniakow [303] czy nowotworoéw krwi
[304]. Ostatnie dziesigciolecia pozwolity na opracowanie tanszego, a zarazem skuteczniejszego
oprzyrzadowania, ktore w polgczeniu z pojawieniem si¢ nowych technik analitycznych
umozliwito wykorzystanie cytometrii w wielu nowych dziedzinach. Stopniowo cytometria
zaczeta by¢ stosowana w weterynarii, biotechnologii przemystowej, kontroli jako$ci zywnosci
1 farmaceutykow. Nastepnie podjeto probe adaptacji cytometrii do monitoringu systemow
uzdatniania wody pitnej. Kolejne lata zaowocowaty ulepszeniem metodyki, pozwalajacym na
skrocenie czasu pracy w analizach $ciekow zarowno oczyszczonych i odprowadzanych do
odbiornikow, jak i surowych czy w osadzie czynnym. Rozwoj badan cytometrycznych pozwolit
na szybka i skuteczng analiz¢ ekologicznych badan mikrobiologicznych naturalnych siedlisk
wodnych, a ponadto gleb [304,305]. Dlatego tez mozliwo$¢ wykorzystania cytometrii
przeplywowej w analizie mikrobiologicznej wod srodowiskowych, w tym $ciekow, zastuguje
na szczeg6lng uwage.

FCM nalezy do szybkich technik oznaczania opartych na fluorescencji, skupiajacej si¢ na
bezposrednim pomiarze rodzimych bakterii lub ich aktywnos$ci enzymatycznej [306].
Cytometria przeptywowa jest specjalistyczng technika badawcza, pozwalajaca na analize
pojedynczych czgstek zawieszonych w roztworze [307]. Do takich czastek nalezg bakterie,
pierwotniaki, wirusy, fragmenty komorek, szczatki nieorganiczne itp. Poddawane analizie
czastki, zawieszone w strumieniu plynu oslonowego, przeptywaja przez mikrokanat
pojedynczo: jedna za druga (tzw. liniowy przeptyw czastek). Proces, w ktorym plyn ostaniajacy
plynie szybciej niz centralny strumien analizowanej zawiesiny, przez co badane czastki formujg
si¢ w cylindryczny strumien o szerokos$ci jednej np. komorki, nazywamy ogniskowaniem
hydrodynamicznym [307]. To wlasnie ogniskowanie hydrodynamiczne, stanowigce podstawe

dzialania cytometrii przeplywowej, powoduje, ze czastki przepuszczane sa pojedynczo na
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zasadzie cell by cell, co z kolei, dzigki pomiarowi $wiatta rozproszonego lasera (FSC i SSC)
oraz intensywnosci $wiatla fluorescencji, pozwala na rozrdznienie badanej populacji komorek,
przyktadowo wedtug ich cech morfologicznych czy sktadu antygenowego [303].

Wykorzystywanym $wiattem wzbudzonym jest zazwyczaj wigzka lasera [308]. Jak
wyjasniajg Hammes i Egli [304]: ,,oddzialywanie mi¢dzy wigzka $wiatta, a czgsteczka
powoduje specyficzne rozpraszanie $wiatta i wzbudzanie fluorochroméw. Swiatto rozproszone
i emitowane $wiatlo fluorescencyjne s3 nastepnie wykrywane i mierzone za pomoca
fotopowielaczy”. Rozproszenie §wiatla moze by¢ czotowe, czyli wykrywane pod matym katem,
znane jako FS (ang. forward scatter), ktore wigze si¢ z informacja o wiclkosci danej czgstki,
jak rowniez boczne, pod duzym katem — SSC (ang. side acatter), informujace o ztozonos$ci
czastki 1 pozwalajace uzyskac jej bardziej szczegdtowa charakterystyke.

Fluorescencja wystepuje, gdy pewne czasteczki zaczynaja emitowac §wiatto po wzbudzeniu
przez wiazke odpowiedniej dlugosci fali. Dlatego tez wykrywa sie je pod duzym katem, po
selekcji za pomoca odpowiednich filtrow optycznych [309,304]. Wigkszos¢ komoérek ma
pewna naturalng autofluorescencj¢ [309]. Z jednej strony bywa ona pomocna, poniewaz mozna
ja zpozytkiem wykorzysta¢ do analizy, z drugiej jednak moze zaciemnia¢ sygnaly
fluorescencyjne bedace przedmiotem zainteresowania badacza. Dlatego tez w celu
wykrywania 1 pomiaru nat¢zenia, z jakim wystepuja specyficzne cechy komorek, standardowsa
praktyka jest stosowanie tzw. barwnikoéw fluorescencyjnych, czyli fluorochroméw [309]. Dwa
barwniki/ fluorochromy powszechnie wykorzystywane w analizie FCM to SYBR® Green I
(SGI) 1 jodek propidyny (PI). SGI mierzy catkowite stezenie komoérek (TCC) niezaleznie od
zywotnosci komorek lub mozliwosci hodowli, natomiast mierzy uszkodzenie btony
komorkowej, poniewaz normalnie nie jest obecny w komorkach z nienaruszonymi blonami
cytoplazmatycznymi, ale dyfunduje przez komorki z powaznym uszkodzeniem btony [310].
Stezenie nienaruszonych komorek (ICC) bez uszkodzenia blony komorkowej wykryte przez

barwienie PI jest uwazane za wskaznik inaktywacji komorek [311].
Gléwnymi zaletami FCM sa:

e szybkos¢ analizy (mniej niz 3 min na probke);

e doktadnos$¢ (mniej niz 5% btad aparatury);

e czuto$¢ (detekcja juz na poziomie 100 komorek na mililitr);

e kompatybilno$¢ z r6znymi metodami barwienia i znakowania;

e latwo$¢ obstugi i znaczny potencjat automatyzacji,
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e mozliwo$¢ pomiaru cech komorkowych oraz mozliwo$¢ bezwzglednego zliczenia
badanych komorek;

e grupowanie oznaczonych czastek, a nastgpnie ich podziat na poszczegdlne populacje
m.in. wedlug ich wielkosci; tym samym analiza FCM jest przydatna nie tylko do
pomiaru bakterii, lecz rowniez komorek drozdzy, alg, pierwotniakéw czy wirusow
znajdujacych si¢ w srodowiskach wodnych [312];

e walorem przemawiajgcym za wykorzystywaniem FCM w probach srodowiskowych jest
rowniez mozliwo$¢ analizowania komoérek z wykorzystaniem ich naturalnej
fluorescencji. Uzyskane dane, dotyczace rozproszenia i fluorescencji, pozwalajag na
charakterystyke komorek pod wzgledem wspomnianej juz wielkosci oraz ztozonoS$ci
I zawarto$ci kwaséw nukleinowych, dzieki czemu stanowi niejako unikalny —
cytometryczny ,,odcisk palca” spotecznosci drobnoustrojow obecnych w probce wody
[313]. Jak zauwaza Forster i in.,, umiej¢tnosci identyfikowania, wyliczania
i monitorowania funkcji  metabolicznych  subpopulacji w obrgbie  ztozonych
spotecznosci bakteryjnych zyjacych w Sciekach, moga by¢ skutecznie identyfikowane
wilasnie za pomocg FCM [314],

e analizy cytometryczne moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane do specyficznej
identyfikacji komorek docelowych, pod warunkiem, Ze sg one obecne w wystarczajaco

wysokim stezeniu i mozliwe jest ich wybarwienie za pomocg zastosowanego barwnika

[309].

Jednoczes$nie nalezy pamigtac, ze cytometryczne analizy Srodowiskowe zwigzane sg ze

scharakteryzowanymi ponizej trudno$ciami:

e Uzyskanie niewiarygodnych wynikow (zliczen) z uwagi na zawarte w wodach duze
ilosci czastek nie komorkowych;

e Probki o nieorganicznym zmgtnieniu (np. ekstrakty gleby lub osaddéw) czesto
wymagaja specjalnej obrobki wstepnej (np. filtracji, wirowania, sonikacji,
homogenizacji [309]) przed wykonaniem analizy, a nast¢pnie dobrania wtasciwych
technik barwienia oraz ewentualnie sortowania; analizy mocno m¢tnych prob wigza
si¢ z realnym ryzykiem zanieczyszczenia cytometru, w zwigzku z czym po kazdej
analizie zalecane jest dlugie czyszczenie poprzez plukanie cytometru
z uwzglednieniem czgstych zmian predkosci przeptywu. Jak wskazuje H.R. Safford
I in. [309]: ,,najwickszym wyzwaniem w Stosowaniu cytomerii w badaniu prob

srodowiskowych w tym $ciekdéw (oczyszczonych jak rowniez surowych czy osadu
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czynnego) jest wysoka zawarto$¢ obcigzen (czastek), ktére stanowig realne
niebezpieczenstwo zatkania cytometru lub falszowania wynikow poprzez np.
sklejanie si¢ ze sobag dwoch lub wiecej czastek. Zatem w przypadku analizy prob
metnych, jak np. $cieki surowe czy osad, odpowiednie przygotowanie badanej
probki moze by¢ kluczowe w zmniejszeniu prawdopodobienstwa zatkania lub
zlepiania czastek podczas aplikacji FCM”;

W analizowanej zawiesinie, przede wszystkim w przypadku prob srodowiskowych,
poza badang populacja komoérek znajduja si¢ rowniez rdéznego rodzaju
zanieczyszczenia, np. szczatki uszkodzonych komorek czy swobodne czastki
barwnikoéw. Zwykle sa one mniejsze od badanych komorek, dzigki czemu, aby
ograniczy¢ ich wptyw na wyniki pomiaréw, trzeba odpowiednio wyregulowaé
wartos¢ progowa intensywnosci FS. Niekiedy niewielkie obiekty nadal
przeptywaja jednak przez komore pomiarowa I moga wpltywac na jako$¢ obrazu
[307];

Proby z duza ilo$cig zanieczyszczen wigza si¢ z konieczno$cig ich przygotowania
w stosunkowo duzym rozcieficzeniu (10 2 lub czasem nawet 107 lub 10%), co
rowniez moze przektadac si¢ na doktadno$¢ uzyskanych wynikow;

Ukazane na obrazie rozproszenie wskazuje jedynie na wzgledny, a nie
bezwzgledny rozmiar prezentowanych czastek. Intensywno$¢ sygnalow
rozproszonych zalezy od takich czynnikow jak dlugos¢ fali lasera, kat zbierania,
chropowato$¢ powierzchni, wspotczynnik zatamania czastek i ptynu ostonowego.
Dlatego tez czastka generujaca dwukrotnie wigkszy sygnat FSC niz inne czastki
niekoniecznie jest od nich dwa razy wigksza. Ponadto wigkszo$¢ znajdujacych sie
W badanej cieczy czastek ma nieregularny ksztalt, co oznacza, ze intensywnos¢
sygnatu zalezy od orientacji/utozenia czastki w momencie osiggni¢ciu punktu
»styku” z laserem [308];

Samo rozroznienie komodrek na zywe i martwe lub uszkodzone moze przysporzy¢

badaczowi sporo trudnosci [309,305,315,316,136].

Bakteryjny rozktad zanieczyszczen stosowany w biologicznych procesach oczyszczania

$ciekow utatwia bezpieczne ich usuwanie do odbiornikéw wodnych. Biorac pod uwagg, jak

istotna jest wysoka skutecznos$¢ dzialania wspomnianych procesow, badania skupiajg si¢ na

poszukiwaniu metod szybkiej 1 skutecznej identyfikacji kluczowych gatunkow

mikroorganizmow, na ktorych opierajg si¢ procesy oczyszczania [314]. Cho¢ cytometria
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przeplywowa jest charakteryzowana jako metoda analizy pojedynczych komorek i z zalozenia
nie jest przeznaczona do ztozonej analizy makroczasteczkowej, moze okazac si¢ bardzo duza
pomoca w analizie r6znego rodzaju biofilméw lub ktaczkdéw osadu czynnego [304]. Metode
cytometrii przeplywowej zastosowano m.in. w celu oceny catkowitej liczby drobnoustrojow
obecnych w badanych probkach [24]. Wykorzystano fakt, ze¢ FCM umozliwia iloSciowa,
wieloparametryczng analiz¢ wykrytych czastek, w tym intensywnosci ich fluorescencji,
rozproszenie $wiatta czy wiasnie zliczenie obecnych w probie czastek. Ponadto skorzystano
zZ funkcji oprogramowania FCM pozwalajgcego na okreslenie i analiz¢ konkretnego obszaru
np. oddzielenie skupisk bakterii od tta w procesie tzw. ,bramkowania” [304]. Analiza
cytometrii przeplywowej z uzyciem barwnika PI i/lub barwnika SYTO lub SYBR jest takze
stosowana w celu oceny wplywu dezynfekcji na integralno$¢ btony komoérkowej (skutecznosé

dezynfekcji) w tym m.in. w:

e w celu zbadania wptywu 0zonowania na cysty Giardia lamblia [317];

e w celu zbadania wplywu wolnego chloru na Burkholderia pseudomallei [318];

e w celu oceny wptywu dezynfekcji stonecznej na Salmonella typhimurium i Shigella
flexneri [319];

e w celu zbadania wptywu promieniowania stonecznego na wiele szczepow Vibrio
cholerae [320];

e w celu zbadania wptywu chloru na Enterococcus faecalis [321];

e w celu zbadania wptywu chloru na Microcystis [322,323];

e w celu zbadania wptywu chloru, chloraminy i promieniowania ultrafioletowego (UV)
na S. aureus. Nie i in. [324] zaobserwowali, ze dezynfekcja UV dezaktywuje komorki
bez wplywu na integralno$¢ blony, dzigki czemu straty spowodowane
promieniowaniem UV s3g trudniejsze do wykrycia za pomocg FCM;

e do badania wptywu dezynfekcji na okreslone patogeny. Na przyktad Tang i in. [325]
wykorzystali mikrosfery fluorescencyjne do modelowania inaktywacji oocyst C.
parvum przez ozonowanie, zauwazajac, ze utrata intensywnosci fluorescencji mikrosfer
jako dobry substytut strat spowodowanych dezynfekcja;

e Heselgrave i Kilvington [326] wykorzystali dane dotyczace rozproszenia oraz dane
autofluorescencji 1 barwienia Pl do oceny wpltywu dezynfekcji slonecznej na

zywotnos¢ Giardia, Entamoeba invadens i C. parvum.

Analizy cytometryczne moga by¢ rdwniez z powodzeniem stosowane do oceny Sciekow
oczyszczonych. Na przestrzeni lat m.in. w badaniach Bricheux i in., [327]; Yang i in., [328];
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Harry iin., [329]; Vivasi in., [330] FCM byt wykorzystywany do oceny toksycznos$ci — wpltywu
sciekow odprowadzanych do wod. Metody cytometryczne w analizie SciekOw zostaty rowniez
uzyte do identyfikacji bakterii gromadzacych fosforany w celu ulepszenia systemow
biologicznego usuwania fosforu. Analiza FCM przyczynita si¢ do zidentyfikowania nowych
bakterii mogacych odgrywac rolg organizmow akumulujgcych fosforany i mie¢ duzy wptyw na
przebieg procesOw oczyszczania $ciekow (Kawaharasaki i in.,[331]; Zilles i in., [332];
Miyauchi i in.,[333]). Metody oparte na fluorescencji i izolowaniu komorek zostaty rowniez
zastosowane do identyfikacji bakterii redukujacych azotyny w mieszanych spotecznosciach
drobnoustrojow $ciekowych (Safford i in., [309]; Mota i in.,[334]). Przeprowadzono tez
badania — obejmujace analiz¢ FCM — majace na celu scharakteryzowanie wplywu dezynfekcji
na spotecznosci drobnoustrojow. Wigkszo$¢ z tych badan analizowata, w jaki sposob
dezynfekcja zmniejsza TCC 1 ICC w przypadku naturalnych konsorcjow drobnoustrojow i/lub
czystych kultur wskaznikowych niepatogennych bakterii, przy uzyciu kombinacji
SYTO/SYBR i barwienia Pl [335,336,269,337,338,339,340,341].

7.3. Metody molekularne - PCR

Najwazniejsza kwestig w radzeniu sobie z patogenami zawartymi w $ciekach 1 mogacymi
mie¢ istotny wplyw na jakos¢ wod odbiornika jest szybkie, skuteczne i1 doktadne ich
rozpoznanie. W zwigzku z powyzszym podejmowane sg proby stopniowego zastgpienia
dotychczasowych metod nowymi technikami [342]. Wsréd najbardziej obiecujacych nalezy
wymieni¢ m.in.: metody molekularne, w tym np. oznaczenie ilosciowe PCR.

Za poczatek technik PCR przyjmuje si¢ rok 1983, kiedy to K.B. Mullis, wraz ze
wspolpracownikami z Cetus Corporation w Emeryville w Kalifornii, stworzyt 1 opisat przebieg
tancuchowej reakcji polimerazy — PCR (ang. Polimerase Chain Reaction). Najwazniejsza ideg
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) jest selektywna amplifikacja (powielanie) wybranych
fragmentow DNA w warunkach laboratoryjnych. Poprzez ten proces uzyskuje si¢ duza liczbe
kopii interesujgcego fragmentu DNA, co jest niezbedne do dalszych badan. Kluczowa role
w PCR odgrywa matryca DNA, ktéra moze by¢ izolowana z r6znych materialow biologicznych
(obecnosé polisacharydow w materiatach roslinnych niekiedy stanowi problem, gdyz moga one
hamowac¢ enzymy uzywane w pracach z DNA). Innym istotnym czynnikiem determinujagcym
przebieg reakcji PCR jest polimeraza Taq, ktora wbudowuje nukleotydy do nici matrycowej
zgodnie z zasadg komplementarnos$ci. Startery, czyli krotkie fragmenty DNA, sg niezbedne do
rozpoczgcia reakcji PCR. Ich specyfika polega na komplementarno$ci do badanej sekwencji
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DNA. Trifosforany deoksyrybonukleozydow (dNTP) stanowig kolejny sktadnik reakcji,
zapewniajac substrat dla polimerazy. Przebieg reakcji PCR wymaga cyklicznego powtarzania
trzech etapow: denaturacji, hybrydyzacji starterow oraz elongacji. Denaturacja powoduje
rozdzielenie podwojnej helisy DNA na pojedyncze nici przy wysokiej temperaturze, nastepnie
obniza si¢ temperaturg, co umozliwia przylaczenie starterow do matrycy. W trzecim etapie,
podczas elongacji, polimeraza syntetyzuje nowy tancuch DNA przy udziale dNTP [343].

Metody molekularne to techniki znacznie szybsze i bardziej czute niz tradycyjne metody,
jednak niektore z nich moga by¢ szczegodlnie podatne na zaktocenia wywotane przez roznego
rodzaju zwigzki hamujace (np. kwasy huminowe czy metale) znajdujace si¢ w probkach
srodowiskowych. Analizy PCR moga nie by¢ pomocne w sytuacji, gdy niezbgdne jest
rozréznianie badanych organizméw z podziatem na zywe i martwe, np. w przypadku oceny
skutecznos$ci proceséw dezynfekcji. Problematyczne w analizie wod srodowiskowych, w tym
$ciekow, metoda PCR okazuja si¢ nicekiedy takze roznego rodzaju inhibitory zawarte
w badanych probkach. Substancje te moga izolowac si¢ razem z kwasami nukleinowymi,
hamujac reakcje PCR [342]. Ponadto liczba zidentyfikowanych zagrozen, np. wiruséw, moze
by¢ zbyt duza dla prawidlowego wykorzystania metody. Technika ta nie umozliwia
jednoznacznego okreslenia, czy wykryty wirus jest zakazny, czy nie, nawet jesli wynik okaze
si¢ pozytywny. Nalezy roéwniez zauwazy¢, ze reakcja PCR umozliwia jedynie wykrycie
jednego rodzaju wirusa na raz, a w badanych probach srodowiskowych istnieje ich o wiele
wiecej [344,345,346].

Techniki PCR byly i sa stosowane w ocenie mikrobiologicznej kazdego etapu oczyszczania

sciekow:

e pienienie osadu czynnego — analizy PCR wykorzystywane byly rowniez
w oznaczaniu bakterii odpowiedzialnych za pienienie osadu [347,348,349];

e nitryfikacja — jedno z pierwszych zastosowan PCR-0w w procesach
oczyszczania $ciekow przedstawili Hall i in. [350], ktorzy opracowali zestaw
starterow/sond do wykrywania Nitrospira spp., kluczowej grupy
drobnoustrojéw bioragcych udziat w utlenianiu azotynow w procesach osadu
czynnego; z kolei zesp6t Ahn i in.[351] z wykorzystaniem technik PCR zbadat
spotecznos$¢ bakterii nitryfikacyjnych w bioreaktorze. Harms i in.[352] oraz
Layton i in.[353] opracowali natomiast metody ilosciowe qPCR ukierunkowane
na oznaczenie roznych gatunkow bakterii Nitrosomonas, w tym Nitrosomonas

oligothrofa czy N. nitrosa; natomiast Huang i in.[354] monitorowali dynamike
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populacji Nitrospira i Nitrobacter w indywidualnych systemach przydomowych
oczyszczalni §ciekow;

anammox — jedng z glownych przeszkod w badaniu bakterii anammox jest ich
niezwykle powolne tempo wzrostu (czas podwojenia, 11 dni), co skutkuje
bardzo niskim przyrostem biomasy i1 dlugoscig czasu oznaczania; jedno
z pierwszych badan gqPCR bakterii anammox w systemach oczyszczania
$ciekéw przeprowadzili Tsushima i in.[355]; natomiast Ma i in.[356] zbadali
wplyw zmian temperatury na aktywnos$¢ i aktywno$¢ bakterii anammox;
denitryfikacja — Liu 1 in.[357] ocenili dynamike ilosciowa dwodch
denitryfikujacych rodzajow bakterii: Thauera i Azoarcus w reaktorze
oczyszczajacym Scieki;

usuwanie fosforu — He i in.[358] opracowali testy qPCR do wykrywania
Candidatus Accumulibacter w oparciu 0 sekwencje DNA uzyskane z Kilku
proceséw usuwania fosforu;

scieki oczyszczone — Lee i in.[359] zaprojektowali trzynascie zestawow
starterow/sond  specyficznych dla rdéznych bakterii chorobotwdrczych
I wskaznikowych do badania m.in. $ciekow koncowych dezynfekowanych
promieniami UV; z kolei Ibekwe i in.[360] opracowali zestawy starterow/sond
do monitorowania dynamiki populacji E. coli; Agudelo i in.[361] ocenili za$
zanieczyszczenie bakteriami fekalnymi probek wody pochodzacej z rdéznych
zrodel, w tym studni, wod gruntowych 1 $ciekow, stosujac metode qPCR

ukierunkowang na Bacteriodes spp. i Enterococcus faecalis [362].
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Il.  Czes¢ doswiadczalna

1. Przedmiot badan

1.1. Oczyszczalnia Sciekow w Tarnobrzegu

Miejska Oczyszczalnia Sciekow w Tarnobrzegu, bedaca czeicia przedsiebiorstwa
Tarnobrzeskie Wodociagi Sp. z 0.0 [363]. rozpoczeta swojg dziatalnos¢ w 1998 roku. Jest
Zlokalizowana okoto 500 metréow od trasy przelotowej Tarnobrzeg-Sandomierz przy
ul. Podwale 4 w Tarnobrzegu. Teren, na ktorym zostata usytuowana, charakteryzuje si¢ ptaskim
uksztattowaniem oraz sgsiedztwem potoku Piskorzeniec. Oczyszczalnia sgsiaduje tez z walem

przeciwpowodziowym rzeki Wisty (rysunek 4) [364].

Gorzyczany
Szewce
Zajeziorze

Miejska Oczyszczalnia Sciekéw w Tarnobrzegt

\ ¢

peeny Skotniki Bogoria
Skotnicka

Kamieniec
Blonie

s
Ciszyca
© zamek Tarnowskich

Lukowiec Tarnobrzeg

Stale

ikle Google

Rysunek 4.Usytuowanie Miejskiej Oczyszczalni Rysunek 5.Lokalizacja oczyszczalni w Tarnobrzegu ul.
Sciekow w Tarnobrzegu Podwale 4
[Zzrédto: www.google.maps.pl] [zrédio: www.maps.google.pl]

Usytuowanie oczyszczalni jest zgodne z planem miejscowego zagospodarowania
przestrzennego. Badania geologiczno-inzynierskie wykazaly, ze obszar, na ktorym zostata
zlokalizowana, znajduje si¢ w rejonie Zapadliska Przedkarpackiego, zbudowanego z itow
trzeciorzedowych. Poziom wod gruntowych jest uzalezniony zard6wno od poziomu wod w rzece
Wisle, jak 1 w potoku Piskorzeniec. Dzigki zastosowaniu nowoczesnych technologii
I innowacyjnych rozwigzan technicznych udalo si¢ zminimalizowaé niepozadane skutki
eksploatacji oczyszczalni, sprawiajac, ze jej dziatalno$¢ jest ucigzliwa dla otoczenia (rysunek
5) [364]. Odbiornikiem $ciekow oczyszczonych z mechaniczno-biologicznej oczyszczalni

$ciekéw w Tarnobrzegu jest rzeka Wista (Rysunek 6).
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Rysunek 6.0dbiornik $ciekow oczyszczonych — rzeka Wista
[zrédio: fot. 1. Kietb-Sotkiewicz]

Oczyszczalnia przyjmuje przede wszystkim $cieki bytowo-gospodarcze z niewielka
domieszka S$ciekéw przemystowych (ok. 5%), a takze wody opadowe i infiltracyjne —
stanowigce 13,8% ogotu (wody podziemne pochodzace bezposrednio z opadow lub
powierzchniowych zbiornikow wodnych) [363]. Projektowana przepustowos$¢ oczyszczalni
wynosi $redniodobowo Q = 12 000 m?/d, tj. 1,4 m?/s, co stanowi okoto 1,6-krotno$¢ przeptywu
sredniego niskiego (SNQ) wynoszacego 84 m?/s w rzece. Ilo$¢ $ciekow dostajacych sie do
oczyszczalni w okresie bezdeszczowym wynosi Q$r.d. = 5 900 m?/d, natomiast Qmax.d. = 7
100 m?/d. Dla okresu deszczowego parametry te wynosza kolejno Qsr.d. = 8 900 m?/d oraz
Qmax.d. = 12 000 m*/d. Pod wzgledem hydraulicznym $rednie obcigzenie oczyszczalni wynosi
mniej niz 50% jej projektowych mozliwos$ci, natomiast obcigzenie fadunkiem zanieczyszczen
stanowi okoto 60% [364].

Komunalna oczyszczalnia $§ciekdw w Tarnobrzegu jest jednostka mechaniczno-biologiczng
sktadajaca si¢ z trzech gtownych czesci: ciggu mechanicznego, czgséci biologicznej opartej na

metodzie osadu czynnego oraz linii przerobki osadu sciekowego.

1.2. Oczyszczalnia $ciekéw w Rzeszowie

Oczyszczalnia Sciekow Miejskiego Przedsigbiorstwa Wodociagéw i Kanalizacji
W Rzeszowie, usytuowana przy ul. Cieptowniczej 2, zostata uruchomiona w 1988 roku. Jej

lokalizacja na prawym brzegu Wistoka, okoto 3,1 km od centrum miasta, okresla ja jako
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kluczowy element infrastruktury miasta. Teren, na ktorym zostata zbudowana, osigga wysoko$¢
od 197,70 do 200,20 m n.p.m. Rzeka Wislok, lewy doplyw Sanu, przeptywa w bliskiej
odlegtosci, okoto 100 m od oczyszczalni, skad odbiera $cieki juz po procesie oczyszczania.
Budowa Rzeszowskiej Oczyszczalni Scickéw trwala w latach 1974-1988, a jej ciag
technologiczny byl stopniowo unowocze$niany od 1992 do 1998 roku. Po modernizacji
zdolnos$¢ przetwarzania §ciekéw wzrosta do 62 500 m*/dobg. Obcigzenia hydrauliczne dla
oczyszczalni wynoszg Qdsr = 62 500 m*d™!, Qdmax = 75 000 m*-d™!, obstuguja one 400 000
rownowaznikéw mieszkancoéw. W kolejnych latach przeprowadzono szereg modernizacji —
w2001 roku system oczyszczania S$ciekow zastgpiono systemem MUCT, wprowadzajac
jednoczesnie recyrkulacje z komory denitryfikacji do komory defosfatacji. W latach 2003—-2004
rozbudowano sekcje osadowa, dodajac dwie komory fermentacyjne o pojemnosci roboczej
2200 m® kazda. Kolejna modernizacja miata miejsce w latach 2012—-2013 i dotyczyta czesci
mechanicznej oczyszczalni, obejmujacej piaskowniki, kratownice, zbiorniki oraz osadniki
wstepne 1 wtorne [365].

Proces oczyszczania I° w oczyszczalni $ciekdw rozpoczyna si¢ od oczyszczania
mechanicznego. Scieki naptywajace z pompowni sa kierowane do punktu zlewnego,
a nastepnie kanatem surowych $ciekow trafiaja do budynku krat. Tam, w trzech kolejnych
urzadzeniach (kratach, piaskownikach napowietrzanych i osadnikach wstepnych), zachodza
procesy cedzenia i sedymentacji. Dodatkowym obiektem 1° oczyszczania jest zbiornik
retencyjny $ciekow opadowych. II © oczyszczanie — biologiczne — realizowane jest za pomocg
osadu czynnego pracujacego w systemie MUCT i odbywa si¢ w komorach biologicznych:
1 komora defosfatacji (komora anaerobowa), 2 komory denitryfikacji (komory anoksyczne),
2 komory nitryfikacji 1° i 2 komory nitryfikacji 11° (komory aerobowe).

Nastepnie $cieki kierowane sa do czterech osadnikéw wtornych. Osad zbierany na dnie
osadnikow jest odprowadzany za pomoca systemu ssawkowo-pompowego z Systemem
zgarniania i odprowadzania czgsci plywajacych do studni rozdzielczej osadow. Stamtad trafia
do pompowni osadu recyrkulowanego i nadmiernego. Dodatkowo stosuje si¢ chemiczne
koncowe stracanie fosforu ze $ciekow za pomocg siarczanu zelaza. Oczyszczone mechanicznie
$cieki sg odprowadzane kolektorem do rzeki Wistok w km 58 + 300 [366,367,365,368].
Oczyszczalnia zostala zaprojektowana na przeptyw Qs= 62 500 m3/d i 400 tys. RLM. Obecnie
$redni dobowy przeptyw wynosi ok. 45 000 m®/d.
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Rysunek 7.Widok na oczyszczalni¢ scickow w Rzeszowie
zrodto: [368]
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2. Metodyka badan

2.1. Material i jego przygotowanie

Scieki oczyszczone pobierano z dwdch oczyszcezalni $ciekéw — komunalnych oczyszczalni
scieckow w Rzeszowie 1 Tarnobrzegu, rdznigcych si¢ od siebie wielko$cia i wydajnoscig pracy.
Na obu zastosowano t¢ samg technologi¢ oczyszczania $ciekow — technologie osadu czynnego.
Oczyszczone Scieki zastosowane w badaniach pobierano w latach 20212024, w roznych
miesigcach w skali roku, od lutego do pazdziernika.

Proby pobierane byty zgodnie z normg PN-ISO 5667-10:2021-11 Jakos¢ wody. Pobieranie
probek. Czes¢ 10: Wytyczne dotyczace pobierania probek sciekow. Postanowienia, ktore zawiera
norma 5667-10:2021, stosuje si¢ do wszystkich rodzajow $ciekéw, w tym réwniez do Sciekow
bytowo-gospodarczych oczyszczonych. Scieki do analiz pobierane byly jako probka
jednorazowa, czyli taka, ktorej cata objgtos¢ jest pobierana w tym samym czasie i/lub miejscu,
co w praktyce oznacza, ze jest pobrana losowo. Zgodnie z wymogami normy 5667-10:2021
probki jednorazowe pobierane byly do majacych szeroka szyjke butelek o pojemnosci 2 dm® lub
mniejszych, zaleznie od oznaczen. Probki $ciekow pobierano w sposéb manualny (r¢cznie)
metoda posrednig — z uzyciem specjalnego czerpaka w postaci naczynia zamocowanego nha
drazku teleskopowym (wykonanego z obojetnego chemicznie materiatu, dzigki czemu nie
wpltywalo na wyniki wykonywanych analiz), bezposrednio z koryta odpltywowego
odprowadzajacego oczyszczone S$cieki do odbiornika. Pobdr probek $ciekow do badan
mikrobiologicznych wykonano poprzez umieszczenie odpowiedniego naczynia w uchwycie
czerpaka, zdjecie korka zabezpieczajgcego naczynie tak, aby nie zanieczysci¢ korka, a nastepnie
zanurzenie naczynia pod powierzchni¢ Sciekow szyjka w dot, skosnie do kierunku pradu. Po
zanurzeniu na wlasciwg gleboko$¢ naczynie odwracano szyjka w kierunku przeciwnym do pradu
i napetniano. Po wyjeciu naczynia z probka odlewano okoto 1/4 probki i od razu zabezpieczano
naczynie korkiem. Po pobraniu $cieki byly natychmiast transportowane do laboratorium [369].
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Do oceny mozliwosci

2.2.Przebieg eksperymentu

2.2.1. Metodyka badania wplywu biopreparatéw na jako$¢ mikrobiologiczna

Sciekow oczyszczonych

wykorzystania biopreparatow w celu poprawy jakosci

mikrobiologicznej SciekoOw oczyszczonych wykorzystano 12 réznych biopreparatow (tabela 7).

Tabela 7. Charakterystyka biopreparatow wykorzystanych w pracy

Lp.

Nazwa
handlowa
biopreparatu

Sktad

Rodzaj podtoza

Bibliografia

Bio-Trakt Plus

- bakterie kwasu mlekowego —
7,6x107

- promieniowce

- drozdze 4,4-10*

Wyciagi ziotlowe

370

SCD2

- bakterie kwasu mlekowego 7,2x107
- drozdze 8,0-10°

wyciagi ziotowe

badania
wlasne

ACS AQUA
8T

- bakterie kwasu mlekowego:
Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum 5,0x10° jtk/cm?®

- drozdze 5,0x10° jtk/cm?®)

melasa z trzciny
cukrowej

371,372,373

Em Farma

- bakterie kwasu mlekowego 7,8x10’
- drozdze

- bakterie fototropowe

- promieniowce

- grzyby fermentujace

melasa z trzciny
cukrowej

374

QUANTUM

- Rhodopseudomonas palustris
(7,5x10° jtk/ cmd)

- Bacillus amyloliquefaciens (7,5x10°
jtk/ cm?)

- Bacillus licheniformis (7,5x10° jtk/
cm?®)

humus torfowy/
kwas humusowy

375,376

ACS 0DO 1

- bakterie kwasu mlekowego 8,1x107
- bakterie fotoautotroficzne

- drozdze

- fermentowane otreby pszenne

- mineraty

melasa z trzciny
cukrowej

371,373,372

FreeFlow

-Bacillus subtilis

-Bacillus thuringiensis
-Bacillus licheniformis
-Bacillus amyloliquefaciens
-Bacillus simplex
-Pseudomonas fluorescens
-Pseudomonas putida

Tlo$¢ 3x10% jtk/ cm?®

bakterie w formie
liofilizatu

377

Em Probiotyk

bakterie kwasu mlekowego: L. casei
- L. parafarraginis, L. farraginis, L.
buchneri, L. plantarum, 1,5x10° jtk/
cm®

na bazie zakiszonej
melasy z trzciny
cukrowej

378
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- Bacillus subtilis
- Sacharomyces cerevisae

Em White
Refresh

- bakterie kwasu mlekowego
- bakterie fotosyntetyzujace
- drozdze

- promieniowce

koncentrat
owocowy, ekstrakt z
otrab ryzowych,
ekstrakt ziotowy z
lawendy i miety

379

- bakterie kwasu mlekowego 3,6x10’

melasa trzcinowa

badania

10. A6 jtk/ cm?

- drozdze 6,0x10% jtk/ cm?®

- bakterie kwasu mlekowego 6,8x10’
jtk/ cm?®

- drozdze 2,0x10* jtk/ cm?®

- bakterie kwasu mlekowego

- bakterie fotosyntetyzujace

- bakterie saprofityczne

- drozdze

- grzyby

- promieniowce.

Koncentracja mikroorganizmow
powyzej 5 x 107 jtk/ cm?®

wlasne

badania

11. A7 wlasne

melasa trzcinowa

melasa trzcinowa 380,381

EM Bio firmy

12 Greenland

Scieki oczyszczone o objetosci 1dm® przelewano do sterylnych butelek, dodawano biopreparat
1 doktadnie mieszano. Butelki zakryto bawelniang gaza jalowa tak, aby zapewni¢ dostep tlenu
i pozwoli¢ mikroorganizmom zawartym w biopreparatach na rozwoj przy jednoczesnym
ograniczeniu przedostawania si¢ zanieczyszczen z zewnatrz. Tak przygotowane proby
przechowywano w temperaturze 20°C i z dostepem $wiatta (zarowno temperatura, jak i dostep
$wiatla w najwyzszym stopniu odzwierciedlaty warunki rzeczywiste). Proby wytrzasano
trzykrotnie w ciggu doby. Dodatkowo mieszano je za pomocg bagietki przed kazdym
wykonaniem oznaczen. Badania przeprowadzano w roznych konfiguracjach, aby uwzgledni¢

wplyw réznych czynnikow (tabela 8).

Tabela 8. Konfiguracje w jakich przeprowadzono poszczegdlne serie badawcze, w zaleznosci od czynnika
determinujacego

. Czynnik Wykorzystan
i deterlz/linuj acy b)ilopr(a[g/al’aty e el
1. Dawka Biopreparaty: Zastosowano rozne dawki biopreparatu: 1 cm?3, 5cm?i 10
biopreparatu - Bio-Trakt Plus | €m® biopreparatu/dm® sciekow oczyszczonych.
-ACSODO 1 Analizy wykonano w dniu pobrania $ciekéw oraz 24h od
- dawkowania biopreparatow.
2. Czas dziatania | Biopreparaty: Zastosowano dawke biopreparatu: 5 cm?biopreparatu/dm?®
biopreparatu i%gi QUAST icrlsl{i(’;w OCZkYSZCZOIlyclzl' _
y wykonano po 24, 48, 72 godzinach oraz po 7
- Em FARMA dniach.
- QUANTUM
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Dodatkowe

natlenianie

Biopreparat
ACS 0ODO_1

Badania przeprowadzono w dwoch wariantach: z
dodatkowym natlenianiem oraz z ograniczonym
dostepem tlenu. W tym celu wykorzystano generator
tlenu firmy Hailea (o parametrach: 220-240V; 50Hz;
2,5W; 0,2L/min; >0,018MPa).

Zastosowano dawke biopreparatu: 5 cm®
biopreparatu/dm? $ciekow oczyszczonych.

Analizy wykonano w dniu pobrania $ciekéw oraz 24h od
nastawienia prob badawczych.

Forma
biopreparatu
(ptynna/
zliofilizowana)

Biopreparat
FreeFlow

Proby przygotowano w dwoch konfiguracjach:

I: Biopreparat podany w formie zliofilizowanej: 1 tabletka
biopreparatu/dm® $ciekow oczyszczonych — dawka 100
mg/dm?

II: Biopreparat namnozony na bulionie (1 tabletka
biopreparatu zaaplikowana do probowki z przygotowanym
bulionem odzywczym, a nastgpnie inkubowana w
temperaturze 28°C przez 24h), w dawce 5 cm?®
biopreparatu/dm? $ciekéw oczyszczonych.

Analizy wykonano w dniu pobrania $ciekow oraz 24h od
nastawienia prob.

Rodzaj podtoza | Biopreparaty: Przebadane biopreparaty roznity si¢ miedzy soba
-EM Prol_aiotyk podtozem, na ktérym namnazane byty mikroorganizmy:
- EM White e melasa z trzciny cukrowej — EM Probiotyk, A6
Refresh .
- Bio-Trakt Plus e koncentrat owocowy — EM White Refresh
- QUANTUM e wyciagi ziotowe — Bio-Trakt Plus
- A6 e humus torfowy — QUANTUM
Zastosowano dawke biopreparatu: 5 cm?
biopreparatu/dm? $ciekow oczyszczonych.
Analizy wykonano w dniu pobrania $ciekow oraz 24h od
zadawkowania biopreparatow w $ciekach.
Bakterie z | Biopreparaty: Izolacje samych bakterii przeprowadzono wg nastgpujacej

biopreparatu
oddzielone od
podioza

- A7
- Em Bio

procedury: 5 cm®biopreparatu w formie ptynnej filtrowano
przez filtr membranowy o S$rednicy porow 0,2um, a
nastepnie sgczek z bakteriami umieszczano w kolbie ze
sciekami oczyszczonymi — liczba pozostatych na filtrze
mikroorganizméw odpowiadata dawce 5 cm? biopreparatu
na dm? $ciekdw oczyszczonych.

Préby inkubowano w trzech wariantach temperaturowych:
4°C, 15°C128°C.

Analizy wykonano w dniu pobrania $ciekdw oraz po 24,
48, 72 godzinach i 7 dniach.

*Proby inkubowano w temperaturze pokojowej 20°C z wyjatkiem wariantu 6. — Bakterie z biopreparatu
oddzielone od podtoza
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W tak przygotowanych probach badawczych kazdorazowo przebadano wplyw czynnika
determinujacego (zgodnie z tabelg 8) na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow
oczyszczonych. Obserwowano takze zmiany warto$ci RLU oraz liczebno$¢ poszczeg6élnych
populacji w ramach analizy FCM. Przebadano rowniez wptyw biopreparatow wykorzystanych
W pracy na pH, zawiesing ogolng, metnos¢ oraz barwe analizowanych prob. Ponadto dla
biopreparatow: EM Probiotyk, EM White Refresh i ACS ODO 1 oraz Bio-Trakt Plus wykonano
oznaczenia liczebnosci paciorkowcéw katowych.

Analizy molekularne PCR wykonano dla $cieckow z dodatkiem biopreparatow: ACS
ODO_1, SCD, Em Probiotyk, ACS AQUA 8T oraz A6. Proby scickow oczyszczonych
0 objetosci 1dm? zaszczepiono ww. biopreparatami w dawce 5 cm3/dm?. Proby byly wytrzasane
przez okres 5 dni w temp. 20°C. Badanie, w formie zlecenia, wykonane zostalo przez Instytut

Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach.

2.2.2. Metodyka badania dzialania promieniowania ultrafioletowego UV

w dezynfekcji SciekOw oczyszczonych

Do procesu dezynfekcji zastosowano lampe przeptywowa UV-C BALLAST model EB-F6,
0 mocy promieniowania 4-6W, 200-240V, 50/60Hz, 0,05A, w zestawie z systemem dozowania
AQUA-TREND. Jest to lampa z niskoci$nieniowym promiennikiem, emitujgca promieniowanie
o ustalonej okreslonej dtugosci fali (promieniowanie monochromatyczne), ktore wynosi 254 nm.
Zastosowano rozne czasy ekspozycji, co wigze si¢ z réznym przeptywem Sciekow przez
promiennik UV. Dezynfekowano $cieki o objetosci 1 dm®.

Przyjmujac objetos¢ 1dm? (0,001 m?), obliczono natgzenie promieniowania (I) jako moc (P)
podzielong przez objetos¢ (V):

wzor 1:

gdzie:

| — natezenie promieniowania (W/m?)
P —moc (W)

V — objetos¢ (m?)
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Dawka promieniowania UV zostata zdefiniowana jako iloczyn natezenia promieniowania (I)
i czasu ekspozycji (t), co mozna wyrazi¢ jako:
wzor 2:
UuvD=1-tR
gdzie:
UVD - dawka promieniowania (dostarczona energia na jednostke powierzchni (J/m2)
| — natezenie promieniowania (moc dostarczong przez zrodto UV) (W/m2)

tR — czas ekspozycji (s) [382,383]

Jesli zatem natezenie promieniowania jest stale, czas ekspozycji bedzie odwrotnie
proporcjonalny do dawki promieniowania. Zgodnie z ww. definicja wyliczono dawki
promieniowania zastosowane w badaniach, zaktadajac, Zze moc lampy podana przez producenta

wynosi 4-6W:

1) Czas ekspozycji: 30,7 s, zwany dalej UV100

Dla mocy 4W: UVD = (4W : 0,001m?®) -30,7s = 122 800 J/m?
122 800 J/m3x1cm = 1 228 J/m?

1228 J/m? =1 228 x 1 000 mJ/m? = 1 228 000 mJ/m?

1
10 000 cm?

1228 000 mJ/m? = 1 228 000 mJx 11? =1228 000 mJ x =122, 8 mJ/cm?

Dla mocy 6W: UVD = (6W : 0,001m?) - 30,7s = 184 200 J/m? = 184,2 mJ/cm?
Srednia: 153 500 J/m® = 153,5 mJ/cm?

2) Czas ekspozycji: 39,3 s, zwany dalej UV80

Dla mocy 4W: UVD = (4W : 0,001m?) - 39,3 s = 157 200 J/m* = 157,2 mJ/cm?
Dla mocy 6W: UVD = (6W : 0,001m®) -39,3 s = 235 800 J/m® = 235,8 mJ/cm?
Srednia: 196 500 J/m® = 196,5 mJ/cm?

3) Czas ekspozycji: 52,3 s, zwany dalej UV60

Dla mocy 4W: UVD = (4W : 0,001m?3) - 52,3 s = 209 200 J/m?® = 209,2 mJ/cm?
Dla mocy 6W: UVD = (6W : 0,001mq) - 52,3 s = 313 800 J/m® = 313,8 mJ/cm?
Srednia: 261 500 J/m?® = 261,5 mJ/cm?
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4) Czas ekspozycji: 1 min 18s (78 s) zwany dalej UV40

Dla mocy 4W: UVD = (4W : 0,001mq) - 78 s = 312 000 J/m?3 = 312,0 mJ/cm?
Dla mocy 6W: UVD =(6W : 0,001m?3) - 78 s = 468 000 J/m® = 468,0 mJ/cm?
Srednia: 390 000 J/m® = 390,0 mJ/cm?

Po przeprowadzeniu procesu dezynfekcji zbadano, jak dlugo utrzymuje si¢ uzyskany efekt
dezynfekcji (w pracy okreslany jako stabilnos¢ mikrobiologiczna $ciekéw oczyszczonych po
procesie dezynfekcji). Zdezynfekowane $cieki o objetosci 150 cm?® w sterylnych 250 cm?® kolbach

zatykano sterylng gazg i umieszczano w nastgpujacych warunkach:

1. w lodowce w temperaturze 4°C bez dostepu Swiatla,
2. w inkubatorze w temperaturze 20°C bez §wiatla,

3. w inkubatorze w temperaturze 20°C z dodatkowym naswietlaniem.

W probach wykonywano nastepujace analizy mikrobiologiczne:
e liczebno$¢ bakterii psychrofilnych,
e liczebno$¢ bakterii mezofilnych,
e liczebno$¢ bakterii z grupy coli.

Analizy wykonywano w dniu dezynfekcji Sciekow oraz po 24, 48, 72 godzinach 1 7 dniach.

2.2.3. Metodyka badania skutecznosci dzialania ozonu w dezynfekcji Sciekow
oczyszczonych

Proces dezynfekcji badanych $ciekdéw ozonem przeprowadzono w szklanej, sterylnej
butelce o pojemnosci 1dm®. Ozonowanie $ciekéw wykonano poprzez rozpuszczenie ozonu
gazowego wytwarzanego przez ozonator ZY-H170 o wydajnosci generatora 7 g/h (117
mg/min), a nastgpnie wprowadzenie do niego §ciekéw za pomocg uktadu kamieni (dyfuzorow).
Dawke ozonu zdefiniowano jako calkowitg ilo$¢ ozonu rozpuszczonego w $ciekach, zgodnie
z metodyka Hach ozon Method 8311.

Dawki ozonu w =zaleznosci od czasu ozonowania zbadano zgodnie z metodyka
rekomendowang przez firme Hach. Najwyzsza dawke ozonu — 13 mg/dm?— uzyskano dla czasu
ozonowania $ciekdw wynoszacego 11 minut. Ozonowanie powyzej 11 minut nie przektadato si¢

na dalszy wzrost ilo$ci ozonu w probie (tabela 9).
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Tabela 9. Dawka ozonu w zalezno$ci od czasu 0zonowania

czas ozonowania stezenie ozonu [mg/dm?® O3]
1 minuta 1
3 minuty 2
5 minut 6
7 minut 9
9 minut 11
11 minut 13
13 minut 12
15 minut 12

Po przeprowadzeniu procesu dezynfekcji zbadano trwato$¢ uzyskanego efektu (stabilnosc).
Do badan stabilno$ci mikrobiologicznej wybrano $cieki po 9 oraz po 11 minutach ozonowania.
Probki sciekow (150 cm3) rozlano do sterylnych butelek o pojemnosci 250 cm? i umieszczono

w inkubatorach w nastepujacych warunkach:

1. w lodowce w temperaturze 4°C,
2. w inkubatorze w temperaturze 15°C,
3. w inkubatorze w temperaturze 28°C.

Analizy wykonywano w dniu dezynfekcji §ciekow oraz po 24, 48, 72 godzinach 1 7 dniach.

2.2.4. Ocena stabilno$ci mikrobiologicznej §ciekow po przeprowadzonych

procesach dezynfekcji

Scieki oczyszczone po zastosowanych procesach dezynfekcji UV i ozonowania poddano
procedurze oceny stabilnoéci mikrobiologicznej. W tym celu proby o pojemnosci 150 cm?®
w sterylnych 250 cm?® kolbach, zatykano sterylng gaza i umieszczano w inkubatorach
0 zadanych warunkach. Préby inkubowano w temperaturach zaleznych od wariantu
badawczego: w badaniach nad biopreparatami — w temperaturze 20°C z dostepem $wiatla,
w badaniach dot. promieniowania UV — w temperaturze 4 1 20°C z dodatkowym naswietlaniem
I z ograniczonym dostgpem $wiatta, natomiast w badaniach nad ozonowaniem —w temperaturze
4, 151 28°C. Liczba butelek odpowiadata liczbie oznaczen na kazda dobe eksperymentu, tak
aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia proby. Stabilno$¢ mikrobiologiczng zdezynfekowanych
sciekow oceniono wprost — na podstawie obserwacji wzrostu liczebnosci bakterii
psychrofilnych, mezofilnych, bakterii z grupy coli i form przetrwalnikowych. Obserwacje
prowadzone byly w czasie do 7 dni. Probki do analizy pobierano po uptywie 24, 48, 72 godzin
i 7dni [384,385,386]. Stabilnos¢ mikrobiologiczng prob stwierdzano wowczas, gdy liczba
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oznaczanych mikroorganizmow po czasie inkubacji byta rowna poziomowi wyjsciowemu lub

mniejsza od niego lub réwna liczbie oznaczonej przed inkubacja:

wzor 3:
S=Nk/Np<1
gdzie:

S — stabilno$¢ mikrobiologiczna
Nk — liczba mikroorganizmow po inkubacji
Np — liczba mikroorganizmoéw przed inkubacja [387].

2.2.5. Ocena wplywu biopreparatow na jako$S¢ mikrobiologiczna S$ciekéw po

procesach dezynfekcji

Zdezynfekowane $cieki po wzbogaceniu biopreparatami poddawano procedurze oceny
jakosci mikrobiologicznej. Oceny dokonano w oparciu o zmiany liczebnosci bakterii z grupy

coli w probach. Procedure przeprowadzono w dwoch wariantach:
Wariant | — metody taczone: promieniowanie UV i biopreparaty FreeFlow i EmBio

Badania skutecznos$ci dziatania metod taczonych dezynfekcji §ciekow promieniowaniem UV,

a nastepnie ich wzbogacenie biopreparatami, przeprowadzono w nastepujacej kolejnosci:

Etap | — ocena wplywu biopreparatow na $cieki oczyszczone zdezynfekowane promieniami
UVC. Do procesu dezynfekcji zastosowano lampe UVC BALLAST model EB-F6 (jw.)
Zastosowano dawke ekspozycji wynoszacag 70 mWem-2 i czas naswietlania 31s. Po dezynfekcji
przeprowadzonej promiennikiem UVC do $ciekow dodawano biopreparaty w nastepujace;
konfiguraciji:

|. Biopreparat FreeFlow firmy NCH:

1.w formie ptynnej w dawce 5 cm3/dm*— bakterie namnozone na bulionie odzywczym,

2.w formie zliofilizowanej w dawce 100 mg/dm?®,

3. bakterie z biopreparatu oddzielone metoda filtracji membranowej od bulionu odzywczego,

na ktorym zostaly namnozone.
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I1. Biopreparat EM Bio firmy Greenland:

1. w formie ptynnej — mikroorganizmy namnozone na melasie, w dawce 5 cm3/dm3,

2. mikrorganizmy oddzielone od podtoza, analogicznie jak przy biopreparacie FreeFlow.
Oznaczenia liczebnos$ci bakterii coli i E. coli oraz st¢zenie ATP przeprowadzono po

24 godzinach.

Etap Il — ocena dlugosci trwania efektu higienizacyjnego uzyskanego przez polaczenie
promieniowania UVC i mikroorganizmoéw z biopreparatu Em Bio. Ocena wptywu biopreparatu,
dla ktorego uzyskano korzystny wynik higienizacji — brak rozwoju bakterii coli. Po wzbogaceniu
biopreparatem Em Bio (bakteriami wyizolowanymi od podloza) zdezynfekowanych promieniami

UVC $ciekdw, proby umieszczono w nastepujacych warunkach:

1.w lodowce w temperaturze 4°C bez dostgpu $wiatla,
2.w inkubatorze w temperaturze 20°C bez dostepu $wiatla,

3.w inkubatorze w temperaturze 20°C z dostgpem $wiatla.

W inkubatorze jako zrodlo $wiatta zastosowano $wietlowke rteciowg Philips. Oceng wptywu
biopreparatow prowadzono po 24, 48, 72 godzinach i po 7 dniach od zadawkowania biopreparatu.

Wariant Il — metody taczone: ozonowanie i biopreparat A7

Badania skuteczno$ci dziatania metod taczonych dezynfekcji Sciekow 0zonem, a nastgpnie ich

wzbogacenie biopreparatem A7 przeprowadzano w nast¢pujacej kolejnosci:

Etap | — ocena wplywu biopreparatu na S$cieki oczyszczone zdezynfekowane o0zonem.
W badaniach zastosowano dawki ekspozycyjne wynoszace kolejno 9 minut (dla serii 1) oraz

11 minut (dla serii 2). Badania przeprowadzono w réznych konfiguracjach:

1.w formie ptynnej — mikroorganizmy namnozone na melasie w dawce 5 cm®dm?,
2. bakterie z biopreparatu oddzielone od bulionu odzywczego, na ktérym zostaty namnozone,

metoda filtracji membranowe;.
Etap Il — ocena dlugosci trwania efektu higienizacyjnego uzyskanego przez polaczenie

ozonowania i mikroorganizméw z biopreparatu A7. Po wzbogaceniu biopreparatem proby

umieszczano w nastepujacych temperaturach:
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1.w lodowce w temperaturze 4°C,
2.w cieplarce w temperaturze 15°C,
3.w cieplarce w temperaturze 28°C.

Analizy prowadzono w dniu dezynfekcji oraz po 24, 48, 72 godzinach i po 7 dniach.

2.3. Metodyka oznaczen

2.3.1. Wskazniki fizykochemiczne

Parametry $ciekow oczyszczonych, pobieranych do badan z rzeszowskiej i tarnobrzeskiej
oczyszczalni Sciekow, spetniaty wszystkie obowigzujace prawnie normy jakosci (tabela 10),
a oznaczenia jakosci zostaly wykonane przez akredytowane laboratorium wody i $ciekéw
miejskich oczyszczalni $ciekéw w Tarnobrzegu i w Rzeszowie.

Tabela 10. Metody badawcze wykorzystywane do analiz sciekéw oczyszczonych wykonywane przez akredytowane
laboratorium w Tarnobrzegu

azot Kjeldahla [mg/l] PN-EN 25663:2001 metoda miareczkowa

azot azotanowy [mg/l] PN-82/C-04576 08 metoda spektrofotometryczna

azot azotynowy [mg/1] PN-EN 26777:1999 metoda spektrofotometryczna
azot ogolny [mg/l] PN-73/C-04576/14 (z obliczen)

azot amonowy [mg/l] PN-1SO 7150-1-2002 metoda spektrofotometryczna
fosfor ogo6lny [mg/1] PN-EN ISO 6878:2006 p.7 +Apl +Ap2: 2010

ChZT [mg/1] PN-1SO 15705:2005 metoda spektrofotomeryczna
BZT5 [mgl/l] PN-EN ISO 5815-1:2019-12 metoda elektrochemiczna

Skuteczno$¢ przeprowadzonych procesow dezynfekcji 1 higienizacji Sciekow zostata
oceniona na podstawie wybranych fizykochemicznych 1 mikrobiologicznych wskaznikow
jakosci Sciekow. Analizy fizykochemiczne wykonano zgodnie z metodyka dedykowang do analiz

wody i $ciekow (tabela 11).

Tabela 11. Metody badawcze wykorzystywane do analiz

H PN-90/C-04540/01. Woda i $cieki. Oznaczanie pH metoda
P elektrometryczng
Metnose¢ PN-EN ISO 7027 — 0znaczanie me¢tnosci
Barwa — metoda
PN-EN ISO 7887 — jakos¢ — badanie i oznaczanie bal
spektrofotometryczna Jakos¢ wody 1€ 1 ozhaczanie banwy
Zawiesiny ogolne PN-EN 872:2007 +Ap1:2007 metoda wagowa
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Oznaczenie st¢zenia ozonu w kolejnych, dezynfekowanych prébach wykonano zgodnie
zmetoda Indygo 0,01 (metoda 8311; DOC316.53.01106). W tym celu wykorzystano
spektrofotometr DR500 firmy Hach-Lange. Zgodnie z metodyka niebieski kolor indygo ulegt
wybieleniu proporcjonalnie do ilosci ozonu zawartego w probce (odczynnik indygo reaguje
natychmiastowo 1 iloSciowo z ozonem). Pomiar dlugos¢ fali dla spektrofotometru wynosit 600
nm. Aby zapobiec ulatnianiu si¢ ozonu, probki poddano analizie natychmiast po dezynfekcji

ozonem, nie wstrzasano proébami I nie dopuszczono do zmiany temperatury w badanej probie.

Jako wode wolng od ozonu wykorzystano wode dejonizowang.

2.3.2. Wskazniki mikrobiologiczne

Posiewy mikrobiologiczne wykonywano w komorze laminarnej. Liczbe bakterii oznaczono

za pomocg klasycznych metod hodowlanych, zgodnie z obowiazujacymi normami (tabela 12).

Tabela 12. Wskazniki jako$ci mikrobiologicznej badanych $ciekoéw i biopreparatow

Metoda hodowli wedtug normy PN-EN 1SO 9308-
2:2014-06

1. Liczba bakterii coli Metoda NPL (fermentacyjno-probowkowa) wedtug
normy PN-ISO 4831:2007
2. Liczba bakterii Escherichia coli Metoda hodowli wedlug normy PN-EN 150 9308-
2:2014-06
Ogolna liczba bakterii w 37°C po
3 24h — liczba bakterii mezofilnych Metoda posiewow weglebnych na standardowym agarze
Ogolna liczba bakterii w 22°C po odzywczym wedhug normy PN-EN SO 6222:2004
4 72h - liczba bakterii psychrofilnych
. Metoda hodowli wedtug normy PN-C-04615-25:1982
5.  Paciorkowce kalowe .
na agarze Slanetz i Bartley
Ogolna liczba bakterii kwasu Metoda hodowli wedtug normy ISO 15214: 1998 na
6. mlekowego agarze MRS
7. Ogolna liczba drozdzy zgztr(;;iaplg)iowh wedtug normy 1SO 21527-1:2008 na
g, ~ uminometryczne oznaczanie Protokét PROMEGA dla luminometru 20/20
stezenia ATP*
9. FCM Sysmex — Partec protocol for CytFlow Cube 6
10. PCR

* Wyniki podano jako wartos¢ RLU odczytanej z luminometru,
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Oznaczenia bakterii z grupy coli wykonano trzema metodami:

1) metodg ptytkowa Kocha z wykorzystaniem posiewu wglebnego,
2) metoda filtrow membranowych,

3) metodg fermentacyjno-probéwkowa (NPL).

Oznaczenia bakterii psychrofilnych, mezofilnych oraz form przetrwalnikowych wykonano
metodg plytkowa Kocha z wykorzystaniem posiewu wglebnego. Tradycyjne metody

hodowlane zastosowano réwniez do hodowli bakterii kwasu mlekowego oraz drozdzy.

Ad.1. Metoda ptytkowa Kocha z wykorzystaniem posiewu wgtebnego — ze wzgledu na duze
zanieczyszczenie S$ciekOw oczyszczonych, wykonano rozcienczenia zgodnie z metoda
seryjnych rozciehczen z uzyciem ptynu Ringera [388]; w badaniach zastosowano 1 cm?® proby
oraz roézne podloza mikrobiologiczne: agar odzywczy A [g/dm®] dla bakterii mezo-
i psychrofilnych oraz form przetrwalnikowych, pozywke chromogenng Chromocult [mg/dm?]
dla bakterii coli i E. coli. oraz pozywke Slanetz i Bartley do hodowli paciorkowcéw katowych.
Wykorzystano takze podtoza MRS i PDA do hodowli specyficznych mikroorganizmow:
podtoze MRS do hodowli bakterii kwasu mlekowego oraz podtoze PDA do hodowli drozdzy
i grzybow. Proby Sciekow umieszczano na plytkach i zalewano odpowiednim podtozem. Po

zastygnieciu podtoza ptytki odwrocono do gory dnem, wstawiono do cieplarek i inkubowano:

o 48 hw temp. 37°C - bakterie z grupy coli,

o 48 hw temp. 37°C — paciorkowce katowe,

o 48 h w temp. 37°C — bakterie mezofilne,

o 72 hw temp. 22°C — baterie psychrofilne,

o 72 hw temp. 28°C — bakterie przetrwalnikujace,

o 24 hw temp. 37°C — bakterie kwasu mlekowego [389,390],
o od 3do 7 dniw temp. 25-30°C — drozdze i bakterie.

Po okresie inkubacji zliczono wyhodowane kolonie. Wykorzystano w tym celu m.in.
automatyczny licznik kolonii aCOLyte firmy SYNBIOSIS. Uzyskane dane dokumentowano
[391]. Ostateczny wynik podano jako jednostki tworzace kolonie jtk/icm® dla bakterii
psychrofilnych, mezofilnych, przetrwalnikow 1 bakterii kwasu mlekowego oraz jako

jtk/100cm? dla bakterii coli i Escherichia coli.

Ad.2. Metoda filtrow membranowych — filtracj¢ badanych $ciekéw oczyszczonych

wykonano na zestawie filtracyjnym Merck, z uzyciem sagczkéw membranowych celulozowych
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Merck Milipore o $rednicy catkowitej 0,45 mm i $rednicy poréw 0,2 pm. Saczono 100 cm?®
probki, a saczek przenoszono na podloze stale (pozywke agarowa ENDO [mg/dm?®] oraz
pozywke chromogenng Chromocult [mg/dm?3]). Inkubacje przeprowadzono w temperaturze
i czasie wlasciwym dla danego rodzaju bakterii. Po okresie inkubacji przeliczono kolonie

wyroste na powierzchni saczka [392]. Wynik podawano w jtk/100cm?.

Ad.3. Metoda fermentacyjno-probowkowa — ilo§ciowe oznaczenie drobnoustrojow z grupy
coli przeprowadzono w oparciu 0 obliczenie najbardziej prawdopodobnej liczby (NPL),
zestawem trzyprobowkowym, postugujac si¢ tablicami Mc Cready’ego. Wykonano analizy
W trzech powtérzeniach i rozciefniczeniach dziesietnych sciekow od 107 do 108, wykorzystujac
podtoze plynne z laktozg i purpurg bromokrezolowa — Mac Conkey Bulion. Nastgpnie proby
poddano inkubacji w temperaturze 37°C przez 24+48h. Ocena poszczegdlnych prob polegata
na stwierdzeniu, w przypadku pozywki ptynnej, zmiany barwy bulionu z fioletowej na z6ttg —
rozktadu laktozy oraz obecnos$ci gazu w rurce Durhama. Jezeli zaobserwowano wyzej
wymienione cechy, probg oceniano pozytywnie [90, 392].

Proces oznaczania st¢zenia ATP ogolnego z zastosowaniem luminomentru wykonano
zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Objetos¢ 100 pl badanej proby oraz 100 pl
odczynnika BacTiter-GloTM Substrate + BacTiter-GloTM Buffer inkubowano w temperaturze
37°C przez 30 sekund. Tak przygotowang probke mieszano ruchem wirowym, a nastepnie
umieszczano w luminometrze w celu odczytania RLU (Relative Light Unit — wzgledne
jednostki $wietlne). Pomiar przeprowadzano do momentu pojawienia si¢ na ekranie
luminometru ostatniego najwyzszego wyniku. Najwyzszy wynik odnotowano. Do oznaczania
stezenia ATP zewnatrzkomorkowego przed oznaczeniem w luminometrze filtrowano 1 cm?®
proby przez filtr strzykawkowy (MCE 1.2um, 25 mm).

Oznaczenie ogodlnej liczby mikroorganizméw wystepujacych w badanych $ciekach
przeprowadzono metoda cytometrii przeptywowej. Komorki zliczano przy uzyciu cytometru
przeplywowego Partec Cube 6 (Sysmex-Partec) wyposazonego w niebieski laser 488 nm,
detektor rozpraszania w przod (FSC), detektor rozpraszania bocznego (SSC) i trzy detektory
fluorescencji (FL1-536 + 20 nm, FL2 -590 + 25 nm, FL3N 615 nm). Do oznaczen wykorzystano
barwnik SybrGreen oraz zestaw odczynnikow TM BacCount Viable. Barwnik fluorescencyjny
SYBRGreen I (10 000 x rozcienczony w DMSO) doskonale nadaje si¢ do wzbudzenia niebieskg
linig lasera argonowego przy 488 nm. W celu okreslenia skutecznosci przeprowadzanych
proceséw dezynfekcji: promieniowania UV oraz ozonowania, zastosowano przeznaczony do

nieswoistego zliczania wszystkich bakterii (ogdlnej liczby komoérek) w tym zliczania zywych
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i martwych bakterii, zestaw dwoch odczynnikow TM BacCount Viable. Sktada si¢ on z dwoch

zestawow barwnikow: SYBRGreen oraz CySteinTM Red. Zgodnie z metodyka producenta

barwnik CySteinTM Red stuzy jako wskaznik komoérek martwych:

LNA (Reg. 1) — wskaznik komodrek martwych; oznacza liczb¢ mikroorganizmdéw o niskiej

zawarto$ci kwasu nukleinowego, m.in. wirusy lub fragmenty materialu genetycznego

mikroorganizmow.

HNA (Reg. 2) — wskaznik komorek zywych; wysoki kwas nukleinowy oznacza liczbe

mikroorganizmow o duzej zawartos$ci kwasu nukleinowego, gldwnie bakterii.

W niektorych seriach badawczych wydzielono 3 regiony populacji bakteryjnych, ktére zostaly

zinterpretowane jako:

Region 1 — zlokalizowany najblizej zera na osi x:FL1 — bakterie martwe (LNA) — moga
wykazywaé nizszy poziom fluorescencji FL1, poniewaz ich zawartos¢ kwasow
nukleinowych jest zwykle nizsza.

Region 2 — bakterie uszkodzone — mogg wykazywac poziom fluorescencji FL1 pomigdzy
bakteriami zywymi a martwymi, poniewaz mogg mie¢ cze$ciowo zniszczone kwasy
nukleinowe.

Region 3 — najdalej odsuniety od zera na osi x:FL1 — bakterie zywe (HNA) — zwykle
wykazuja wyzszy poziom fluorescencji FL1, poniewaz zawieraja wigcej kwasow

nukleinowych, ktore moga by¢ barwione 1 emitowac fluorescencje.

Ze wzgledu na duzg ilos¢ fadunkoéw w badanych Sciekach probki rozcienczono do stezenia

10"Y2 cm?®. Kazdorazowo objetos¢ probki wynosita 50 pl, czas przeptywu 60 sek., natezenie

przeplywu 0,5 pl/sek., a obcigzenie, dzigki zastosowanym rozcieficzeniom, wahato si¢ od 1 do

3 kPart/sek.

Zastosowano zalecang przez producenta analiz¢ danych i strategi¢ bramkowania:

Utworzono 2 histogramy w skali logarytmicznej: H1: SSC, H4: FL1 (zielona
fluorescjencja).

Utworzono 2 wykresy punktowe w skali logarytmicznej: P1 (FL1 zielona fluorescencja)
vs. (FL3 czerwona fluorescencja) oraz P3 (FL1 zielona fluorescencja) vs. SSC.
Utworzono 3 wielokatne obszary bramkowania na populacji komoérek bakteryjnych:
,PG1” FL1 vs. FL3 (zywotne bakterie) oraz ,,PG2” FL1 vs. SSC (bakterie LNA) oraz
»PG3” FL1 vs. SSC (bakterie HNA).
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3. Wyniki badan i ich omo6wienie

3.1. Parametry fizykochemiczne $ciekow oczyszczonych

Whyniki jakosci fizykochemicznej Sciekow oczyszczonych zestawiono w tabeli 13 (zal. 21 3).

Tabela 13. Parametry $ciekéw oczyszczonych; zatacznik 2 i 3

Oczyszczalnia Oczyszczalnia
Parametr Rzeszoéw Tarnobrzeg
min max min max
azot ogdlny [mg/dm?®] 6,1 9,4 115 14,93
fosfor ogdlny [mg/dm?] 0,36 1,28 0,13 1,97
ChZT [mg/dm?] 37,9 476 25,4 84,1
BZTs[mg/dmq] 33 10,1 2,1 5,6
zawiesina ogdlna [mg/dm?] 5.8 18,1 2,0 12,5
odczyn pH 6,6 7,2 7,63 7,85
barwa [mg/dm? Pt] 24 50 45 51
metno$¢ [NTU] 1,54 4,05 0,91 2,75

3.2. WyKkorzystanie biopreparatow w higienizacji Sciekéw oczyszczonych

3.2.1. Wplyw dawki zastosowanego biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania
bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych

Liczebno$¢ bakterii coli w $ciekach oczyszczonych wynosita min 2x10? jtk/100 cm® i max
3x10° jtk/100 cm?.
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Liczba bakterii coli [jtk/100cm3

i 2 3 1 2 3,1 2 3,1 2 3 1 2 3 1 2 3, 1 2 3

Scieki Dawka 1cm3 = Dawka 1cm3 Dawka 5cm3  Dawka 5cm3  Dawka 10cm3 Dawka 10cm3
oczyszczone  Biopreparatu Biopreparatu Biopreparatu Biopreparatu Biopreparatu Biopreparatu
ACSODO_1 Bio-Trakt Plus. ACSODO_1 |Bio-Trakt Plus. ACSODO_1 Bio-Trakt Plus

WyKkres 2.Liczebnos¢ bakterii coli w zaleznos$ci od dawki biopreparatu, usrednione wyniki z badan realizowanych
w kolejnych seriach (1-3); zatacznik 4
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Dawka biopreparatu — 1cm?, wptyneta na wzrost liczebnosci bakterii coli po 24 godzinach
odzialywania zarowno biopreparatu ACS ODO 1, jak i Bio-Trakt Plus. Wartosci te wynosity
kolejno: min 1x10* jtk/100cm?® i max 3,6x10* jtk/100cm? dla biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz
min 1,2x10* jtk/100cm? i max 2,9x10* jtk/100cm? dla biopreparatu ACS ODO 1. Zwickszenie
dawki do 5cm? biopreparatu/1dm? $ciekow oczyszczonych spowodowato spadek liczebnosci
bakterii coli w probach kolejno: min 2,1x10% jtk/100cm?® oraz max 5x10° jtk/100cm?® i dla
biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz min 1,9x10? jtk/100cm?® oraz 2,71x10° jtk/100cm?® dla
biopreparatu ACS ODO _1.

Dawka 10 cm?® wptyneta na obnizenie liczebnosci bakterii coli tylko w trzeciej serii badania.
Srednia liczebnosé bakterii coli w probach z biopreparatem ACS ODO 1 w serii 2 wynosita
1,985x10° jtk/100cm?®, natomiast w probach z biopreparatem Bio-Trakt Plus 1,645x10°
jtk/100cm®. W probach kontrolnych odnotowano usredniong warto$é wynoszaca 2,55x10°
jtk/100cm?® w serii 3. Liczba bakterii coli przez caly czas badania utrzymywata si¢ na poziomie
wyzszym niz 100 jtk/100cm®. W zadnej serii badan nie udato si¢ zredukowa¢ liczby bakterii
coli w stopniu pozwalajagcym na stwierdzenie, ze uzyskano efekt ich eliminacji (wykres 2).

W przypadku bakterii Escherichia coli ich liczebno$¢ w probie kontrolnej wynosita max
2,5x10! jtk/100cm? ($rednio 1,3x10* jtk/100cm?®) i min 0 jtk/100cm?®. Dodanie biopreparatu do

sciekow nie spowodowato znaczacej zmiany liczebnosci tych bakterii:

e dla dawki 1cm?® biopreparatu/1dm® odnotowano kolejno: min. 0 jtk/100cm? i max
1,6x10! jtk/100cm? i dla biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz min 3 jtk/100cm?® i max
1,8x10! jtk/100cm? i dla biopreparatu ACS ODO 1,

e dla dawki 5 cm® biopreparatu/1dm?® odnotowano kolejno: min 0 jtk/100cm?® i max
2x10! jtk/100cm? i dla biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz min 1 jtk/100cm?® i max
1,5x10? jtk/100cm? i dla biopreparatu ACS ODO 1.

Dawka 10cm? biopreparatow zastosowana w 1dm? éciekéw oczyszczonych okazata sie by¢é
dawka optymalng do zahamowania rozwoju bakterii E. coli w $ciekach: nie dopuscita do
wzrostu ich liczby. Dawka 10 cm® spowodowata znaczace obnizenie liczebnosci tych bakterii
w poszczegolnych seriach, kolejno: z 1,3x10! jtk/100cm? (Scieki oczyszczone) do 2 jtk/100cm?
(po dodaniu 10 cm? biopreparatu) w serii 1 oraz z 2,5x10* jtk/100cm? do 0 jtk/100cm?® w serii
2 oraz z 5 jtk/100cm?® do 0 jtk/100cm3w serii 3, dla biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz z 1,3x10*
jtk/100cm? (Scieki oczyszczone) do 0 jtk/100cm?® (po dodaniu 10 cm? biopreparatu) w serii 1
oraz z 2,5x10! jtk/100cm? do 1 jtk/100cm?® w serii 2, a takze z 5 jtk/100cm® do 0 jtk/100cm?
w serii 3, dla biopreparatu ACS ODO _1 (wykres 3).
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Wykres 3. Liczebno$¢ bakterii E. coli w zalezno$ci od dawki biopreparatu, uérednione wyniki z badan
realizowanych w kolejnych seriach (1-3); zatacznik 4

Najwyzsze wartosci RLU w kolejnych dniach badania charakteryzuja probe 5cm?®
biopreparatu/1dm?® $ciekéw (po uptywie 48h od momentu zadawkowania biopreparatu do
sciekow) (wykres 4).
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Wykres 4. Zmiany warto$ci RLU w czasie 7 dni badania wptywu dawki biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania
bakterii z grupy coli; zatacznik 5

Po 48h od dodania kolejnych dawek biopreparatu do $ciekow nie odnotowano znaczace;j
réznicy miedzy dawka 5 a 10 cm®. W dwoch pierwszych seriach badan wartosci RLU dla proby
5 cm? byly zblizone, natomiast w 3 serii badan warto$¢ RLU dla préby 5 cm? byta wyzsza niz
warto$é RLU dla proby 10 cm?® (wykres 5).
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Wykres 5. Zmiany warto$ci RLU w badaniu wptywu dawki biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z
grupy coli po 48h; zatacznik 6

Analiza cytometryczna dla kazdej serii potwierdzita rozwdj] mikroorganizmow
pochodzacych z biopreparatu, o czym $wiadczy gwaltowny wzrost populacji regionu 2 —

zywych mikroorganizméw (wykres 6).
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Wykres 6. Analiza FCM dla préb z zastosowaniem biopreparatu Bio-Trakt Plus w dawkach 1, 5i 10 cm® oraz w
probie kontrolnej; zatacznik 7
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3.2.2. Wplyw czasu dzialania biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii

z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych

Najwigksze liczebnosci bakterii coli i E. coli zaobserwowano po 24 h od zadawkowania
biopreparatow do $ciekow oczyszczonych. Po 48h wartosSci zaczety spadaé. Najwyzsza
skuteczno$¢ dziatania odnotowano w probach z biopreparatem QUANTUM (wykres 7).
Zauwazono Wzrost liczebnosci bakterii coli po 24h od zadawkowania biopreparatu, jednak
w kolejnych dniach trwania eksperymentu ich liczebno$¢ w probach zaczeta spada¢ (6,6x102
jtk/100cm® w $ciekach oczyszczonych, a nastgpnie: 1,8x10° jtk/100cm® po 24h, 2,4x102
jtk/100cm® po 48h, 1jtk/100cm® po 72h i 2,5x10' jtk/100cm® po 7 dniach). Tylko ten
biopreparat nie stymulowal bakterii coli do dalszego wzrostu, a ich liczebnos$¢ zaczela sig
utrzymywac na poziomie zblizonym do proby kontrolnej (Sciekéw oczyszczonych).

W przypadku bakterii E. coli 7 dni wystarczyto do catkowitego zahamowania ich wzrostu
— dla wszystkich prob liczebnos¢ bakterii E. coli po uptywie 7 dni wynosita 0 jtk/100cm? (brak
bakterii E. coli w probach odnotowano juz po uptywie 48h, a efekt higienizacji utrzymat si¢ do
7 dnia badania).
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Wykres 7. Liczba bakterii coli w probie kontrolnej i w probach z biopreparatami; zatgcznik 8
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Wykres 8. Liczba bakterii E.coli w probach kontrolnej i w probach z biopreparatami w kolejnych godzinach
doswiadczenia; zalacznik 8

Spadek liczebnosci bakterii coli i E. coli w $ciekach zaobserwowano po 48h od nastawienia
prob z biopreparatami. W przypadku bakterii coli wyjatek stanowil biopreparat SCD2, gdzie
zauwazalny spadek liczebnos$ci bakterii nastgpit dopiero po 72h. Dodatkowo dla biopreparatu
SCD2 odnotowano najwyzszy efekt stymulujacy wzrost liczebnosci bakterii — najwyzsze
warto$ci zarowno dla bakterii coli, jak i E. coli. Najskuteczniejsze okazaty si¢ biopreparaty
ACS ODO 11 QUANTUM, charakteryzujace si¢ podobnymi wynikami (wykresy 7 i 8).

W pierwszych dniach dziatania biopreparatu (do 72h) zaobserwowano wzrost wartosci
RLU w analizowanych prébach, a nastgpnie ich stopniowy spadek. Wyjatek stanowi proba
Z dodatkiem biopreparatu Em FARMA, gdzie najwyzszy wzrost warto§ci RLU nastapil dopiero
siodmego dnia od aplikacji biopreparatu (wykres 9).
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WyKkres 9. Zmiany wartosci RLU w badaniu wplywu czasu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze
sciekoéw oczyszczonych; zatacznik 9
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Ponizsze rysunki (8a-c) prezentujg obraz histogramu (wykres logarytmiczny H4:FL1 —
zielona fluorescencja) $ciekow oczyszczonych w dniu dodania biopreparatu ACS AQUA po
48h oraz po 7 dniach od aplikacji. Widoczne na wykresach przesuniecie piku populacji

bakteryjnej stanowi potwierdzenie rozwoju mikroorganizméw pochodzacych z biopreparatu.

H4 [FL1] H4 [FL1) H4 [FL1]
{X: FL1} {X: FL1} {X: FL1}

a) w dniu dodania biopreparatu b) 48h od aplikacji ¢) po 7 dniach od zaaplikowania

Rysunek 8 a-c. Analiza FCM $ciekow oczyszczonych

3.2.3. Wplyw dodatkowego natleniania na skuteczno$¢ usuwania bakterii

z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych

W probie kontrolnej liczba bakterii z grupy coli wynosita min 3x10! jtk/100cm?® i max
1,1x10* jtk/100cm® i w zaleznosci od serii. Wprowadzenie biopreparatu nie przyniosto
pozadanego skutku — w zadnej z prob liczba bakterii coli nie ulegta zmniejszeniu, w zwigzku
Z czym nie uzyskano zakladanego efektu higienizacji §ciekoéw. W probach z biopreparatem
ACS ODO_1 z dodatkowym napowietrzaniem zaobserwowano bardzo intensywny rozwoj

bakterii coli w poréwnaniu z probg kontrolna:

e Biopreparat ACS_ODO1 z dodatkowym natlenianiem — min 3x10° jtk/100cm?® i max
1,4x10° jtk/100cm?®.
e Biopreparat ACS_ODOI z ograniczonym dostepem tlenu — min 9,2x10? jtk/100cm3

i max 1,3x108 jtk/100cm? (zatacznik 10).

Analiza stgzenia ATP wykazala, Zze zastosowanie biopreparatu ACS ODO 1 bez

dodatkowego natlenienia powoduje intensywniejszy rozwdj mikroflory (wykres 10).
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Wykres 10. Zmiany warto$ci RLU w probach z zastosowaniem biopreparatow: ACS ODO_1, ACS ODO_1 z
dodatkowym natlenianiem oraz w probie kontrolnej; zatacznik 11

Analiza FCM potwierdza wyniki uzyskane metoda luminometryczng. Wyzsza liczebnos¢
czastek odnotowano w probach z ograniczonym dostgpem tlenu (max kolejno: niemal 49 tys.
czagstek/50ul dla regionu 1 i ponad 48 tys. czastek/50ul dla regionu 2), przy czym dla préb
z dodatkowym natlenianiem maksymalna liczebnos$¢ byta mniejsza niemal o potowe: 23,5 tys.

czagstek/ 50ul dla regionu 1 i 20 tys. czastek/ 50ul dla regionu 2 (wykres 11a-b).
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Wykres 11 a-b. Analiza FCM. Wplyw tlenu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow
oczyszczonych; zatgcznik 12
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3.2.4. Wplyw formy biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy

coli ze $ciekow oczyszczonych

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze forma podania biopreparatu (ptynna —
bakterie aktywne czy forma liofilizatu) nic ma wplywu na skuteczno$¢ dziatania biopreparatu
w kontek$cie usuwania bakterii coli ze $ciekow. Po 24 godzinach od zaaplikowania
biopreparatu FreeFlow do $ciekéow liczebno$¢ bakterii coli wynosita kolejno: 3,1x10?
jtk/100cm® w $ciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatu w formie zliofilizowane;
i 3,3x10? jtk/100cm® w $ciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatu w formie ptynne;.
Liczebnos¢ bakterii coli w $ciekach oczyszczonych przed aplikacja biopreparatu wynosita
8,6x107? jtk/100cm?, natomiast po 24 godzinach odnotowano spadek ich liczebnosci do 1,8x102
jtk/100cm? (zatacznik 13).

Forma, w jakiej aplikowano biopreparat do $ciekow, miata wptyw na zmiany wartosci RLU
w probach. Wartos¢ RLU ogolnego dla biopreparatu podanego w formie plynnej wynosita
kolejno: 18 min. RLU/100ul w serii 1 1 40 mIn. RLU/100ul w serii 2. Stezenie ATP ogdlnego
dla sciekéw oczyszczonych z dodatkiem biopreparatu w formie zliofilizowanej byto przy tym
niemal dwukrotnie wyzsze i wynosito kolejno: prawie 50 min RLU/100ul w serii 1 i ponad 85
mln RLU/100pul w serii 2. Swiadczy to o tym, ze w $ciekach z dodatkiem biopreparatu w formie
zliofilizowanej utrzymato si¢ okoto 2 razy wigcej zywych/nieuszkodzonych komorek
bakteryjnych. Analiza ATP zewnatrzkomoérkowego wykazata porownywalne wielkosci
warto$ci RLU (wynoszace $rednio miedzy 80 a 120 tys. RLU/100ul) zaréwno dla §ciekow
oczyszczonych, jak i tych z dodatkiem biopreparatu bez wzgledu na forme¢ (wykres 12a-b).
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Wykres 12 a-b. Zmiany warto$ci RLU w badaniu wplywu formy aplikacji biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania
bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych; zalacznik 14

Analiza cytometrii przeptywowej koreluje z wynikami analizy luminometryczne;.
W sciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatu FreeFlow w formie zliofilizowanej
odnotowano najwyzsza warto$¢ regionu 3 (komorek zywych), wynoszaca srednio migdzy 370
a 410 tys. czastek/50ul. Dla porownania liczba zywych komorek zlokalizowanych w regionie
3 na pozostalych prob wynosita kolejno: $rednio 99 tys. czastek/50ul w $ciekach
oczyszczonych 1 72 tys. czastek/50ul w $ciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatu
w formie ptynnej (wykres 13).
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Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone z Scieki oczyszczone z
Biopreparatem FreeFlow (w = Biopreparatem FreeFlow (w
formie ptynnej) formie zliofilizowanej)

Wykres 13. Analiza FCM. Wplyw formy aplikacji biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze
Sciekow oczyszczonych; zatgcznik 15
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3.2.5. Wplyw podloza biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy
coli ze $ciekow oczyszczonych

W probie kontrolnej stwierdzono stosunkowo niskg liczbe bakterii coli i Escherichia coli.
Dodanie biopreparatow do $ciekéw poskutkowato wzrostem liczebnosci bakterii z grupy coli
I E. coli w prébach, tym samym potwierdzono stymulujacy wptyw biopreparatow na rozwoj
bakterii z grupy coli. Po analizie wynikow mozna wywnioskowaé, ze najwyzszy Wzrost
liczebnosci bakterii coli charakteryzowat proby z dodatkiem biopreparatu na podtozu
z wyciagow ziotowych. Wysoka liczebnos¢ tych bakterii odnotowano rowniez w przypadku
zastosowania pozostalych biopreparatow. Najlepsza skuteczno$¢ wykazat biopreparat
QUANTUM, czym potwierdzono wyniki z wariantu 2, gdzie podczas badania wptyw czasu
dziatania biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze S$ciekow
oczyszczonych biopreparat QUANTUM réwniez wykazat sie najwyzsza skutecznoscia. Zaden
biopreparat nie spowodowat eliminacji bakterii coli i E. coli ze $ciekéw, zatem nie osiagnigto
zakladanych efektow higienizacji. Na uwage zasluguje rowniez fakt, ze proby z dodatkiem
biopreparatu na bazie tego samego podloza (w omawianym przypadku melasy z trzciny
cukrowej) moga sie od siebie diametralnie r6znié: 1,9x10? jtk/100cm?3, a 9,3x102 jtk/100cm?
w serii 3 (wykres 14a-b).
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ryzowych
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b) Liczebnos¢ bakterii z E. coli w probach

Wykres 14 a-b. Liczebnos¢ bakterii coli i E. coli w probach po 24h, po rozrdznieniu na podtoze biopreparatu;
serie 1-3; zatgcznik 16

Zmiany warto$ci RLU w czasie trwania eksperymentu byly charakterystyczne dla prob
hodowli statej (z pewnymi wyjatkami). W poczatkowych dniach badania wartos¢ RLU
wynosita §rednio migdzy 1 a 3 mln RLU/100ul — wyjatek stanowit biopreparat z podtozem
z wyciggow ziotowych: ponad 15 min RLU/100ul oraz biopreparat A6 (melasa z trzciny
cukrowej I1): ponad 73 min RLU/100ul. W kolejnych dniach eksperymentu warto$¢ RLU rosta,
osiggajac wartos¢ miedzy 30 a 50 mln RLU/100ul. Miedzy 48h a 72h w wigkszos$ci
analizowanych prob wartos¢ RLU zaczgta spadaé. Najnizsze wartosci ATP ogdlnego
odnotowano w probach z podtozem humusowo-torfowym — wartos¢ RLU bylta najbardziej

zblizona do proby kontrolnej (wykres 15).
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Wykres 15. Zmiany wartosci RLU w badaniu wplywu podloza zastosowanego biopreparatu ma wpltyw na
skutecznos$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekéw oczyszczonych; zatacznik 17
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Dodanie biopreparatow do Sciekow spowodowato znaczacy wzrost liczby komorek
martwych i/lub uszkodzonych w kazdej probie. Ponadto analiza FCM wykazata najwigksze
podobienstwo proby z podlozem torfowo-humusowym do $ciekow oczyszczonych, kolejno:
srednio 20 tys. czastek/50ul w probie kontrolnej 1 30 tys. czastek/50ul w probie z podiozem
torfowo-humusowym, gdzie dla innych prob wartosci te wynosity nawet 900 tys. czastek/50ul
dla préb z podlozem z wyciggdw ziotowych i srednio miedzy 60 a 110 tys. czastek/50ul dla
pozostatych prob (wykres 16a-f).
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Wykres 16 a-f. Analiza FCM. Wplyw podtoza zastosowanego biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z
grupy coli ze $ciekoéw oczyszczonych; zatacznik 18

3.2.6. Wplyw mikroorganizméw oddzielonych od podloza na skutecznos$é

usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych

Najlepszy efekt higienizacji osiagnigto dla prob $ciekéw z biopreparatem A7 bez podioza.
Dodatek wyizolowanych mikroorganizméw spowodowat spadek liczebnosci bakterii coli
w $ciekach. Natomiast, w probach z biopreparatem z podtozem odnotowano wzrost liczebnosci
bakterii coli w porownaniu z proba kontrolna.

Po 48h liczebno$¢ bakterii coli ponownie wzrosta i utrzymata si¢ do konca czasu trwania
eksperymentu. Wraz ze wzrostem temperatury rosta liczebnosé bakterii coli: 2x10? jtk/100cm?®
dla prob inkubowanych w temp. 15°C i 3,6x10? jtk/100cm? dla prob inkubowanych w temp. 28°C.
(wykres 17a-b).
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Wykres 17 a-b. Liczebnos¢ bakterii coli i E. coli w $ciekach oczyszczonych, wzbogaconych biopreparatem A7
z podtozem oraz z wyizolowanym podtozem, w zaleznosci od temp. 4, 15 1 28°C; zatacznik 19

Wartos¢ ATP ogolnego na poczatku badania wynosita 1 129 169 RLU/100pul, natomiast ATP
zewnatrzkomoérkowego 43 786 RLU/100ul. Temperatura 4°C dziatala hamujaco na rozwoj
mikroorganizmoéw. Wzrost temperatury spowodowat wzrost wartosci RLU dla proby Sciekow
oczyszczonych z biopreparatem aplikowanym wraz z podtozem. W poroéwnaniu z temperaturg

4°C wzrost ten byt niemal 40-krotny (wykres 18a-c).
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Wykres 18 a-c. Zmiany warto$ci RLU w badaniu wptywu podtoza, na ktérym namnazaja si¢ mikroorganizmy z
biopreparatu A7, ma wptyw na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych dla temp.
4,15 128°C; zatacznik 20

W analizie cytometrycznej FCM dla préb inkubowanych w temperaturze 4°C (wykres 19a-
b) zaobserwowano porownywalne wielkosci populacji martwych (reg. 1) i zywych (reg. 2)
w $ciekach oczyszczonych. Scieki oczyszczone z dodatkiem biopreparatu, w przeciwiefstwie
do préb z wyizolowanymi od podtoza mikroorganizmami, charakteryzowaty si¢ wieksza liczba
populacji bakteryjnych z niska fluorescencja, czyli komoérek martwych. Dodatkowo
odnotowano wplyw czasu na stopien uszkodzenia komorek, poniewaz kazdorazowo, bez
wzgledu na rodzaj analizowanej proby, 7 dnia badania zauwazono wydzielenie si¢ trzeciej

populacji bakteryjnej (reg. 3).
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Wykres 19 a-b. Analiza FCM. Wptyw podtoza, na ktéorym namnazaja si¢ mikroorganizmy, na skuteczno$¢
usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekéw oczyszczonych; inkubacja prob w temp. 4 °C; zatacznik 21

112



0,25

£
S
0,2
=
o
v 0,15
2
[]
*
g 0,1
0,05
0

a) Analiza FCM

100
90
80
70
60
50
40
30
2
1

czastek/50ul

o O

Oh 24h 48h 7

0I I I-I
oh  24h  48h 7

2h

Scieki oczyszczone

[
2h

Scieki oczyszczone

7dni

B Reg.1

7dni

B Reg. 1[%]

b) Udzial procentowy [%]

I II | II
4h 48h 7

2

4h 48h 7

scieki oczyszczone z

2h

7dni

Biopreparatem (z podtozem)

Reg.2 M Reg.3

h

Scieki oczyszczone z

2 2

7dni

Biopreparatem (z podtozem)

Reg. 2 [%]

B Reg. 3 [%]

24h

24h

I | I
48h 72h  7dni
scieki oczyszczone z
Biopreparatem (z
wyizolowanymi
mikroorganizmami)

I | I
48h 7 7dni
Scieki oczyszczone z
Biopreparatem (z
wyizolowanymi
mikroorganizmami)

|
h

2

Wykres 20 a-b. Analiza FCM. Wplyw podloza, na ktorym namnazajg sie mikroorganizmy od biopreparatu, ma
wplyw na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych dla temp. 15°C; zatacznik 21

Wzrost temperatury do 15°C (wykres 20a-b) spowodowal przyspieszenie rozdziatu

populacji bakteryjnych wzgledem fluorescencji — wydzielenie regionu 3 nastepowato juz w 48h

eksperymentu. Analogicznie sytuacja wyglada na wykresie 2la-b — dalsze podnoszenie

temperatury (do 28°C) nie spowodowalo przyspieszenia rozdziatu komorek bakteryjnych na

trzy populacje.
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Wykres 21 a-b. Wptyw podtoza, na ktorym namnazaja si¢ mikroorganizmy od biopreparatu A7, ma wplyw na
skutecznos$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekéw oczyszczonych dla temp. 28°C; zalgcznik 21

3.2.7. Wyniki badan liczebnosci paciorkowcéw kalowych

Liczebno$¢ paciorkowcow katowych w §ciekach oczyszczonych wynosita 2x103
jtk/100cm?. Po 24h od dodania do $ciekéw biopreparatow ich liczba zmniejszyta sie: od 1x10?
do 1,4x10% jtk/100cm® w zaleznoéci od biopreparatu. W kolejnych dniach trwania
eksperymentu wartosci te ulegaly dalszemu obnizeniu: w 72h liczebno$¢ paciorkowcoéw
katowych wynosita kolejno: 3x10? jtk/100cm? dla $ciekéw oczyszczonych, 2,4x10? jtk/cm? dla
biopreparatu ACS ODO_1, 1x10! jtk/100cm? dla biopreparatu EM Probiotyk oraz 0 jtk/100cm?
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dla biopreparatu EM White Refresh. Najlepszy rezultat uzyskano w probie z zastosowaniem
EM White Refresh, w dawce 5 cm?® biopreparatu/dm?® $ciekéw, poniewaz wartos¢ 0 jtk/cm?®
utrzymata si¢ do 7 dnia trwania eksperymentu. Najgorszy wynik, $wiadczacy o wiasciwosciach
stymulujgcych rozwdj paciorkowcow katowych, wykazal biopreparat ACS ODO 1 — ich
wysoka liczebno$¢ utrzymata si¢ do konca eksperymentu, przy czym 7 dnia przewyzszata

liczbg paciorkowcow w probie kontrolnej (wykres 22).

]
7 dni

I
]

72h
I

48h
|
|

24h
|
0 50 100 150 200 250

liczba bakterii jtk/cm3

W Biopreparat ACS ODO_1
Biopreparat EM White Refresh
Biopreparat EM Probiotyk

M Scieki oczyszczone

Wykres 22. Liczba paciorkowcow katowych w probach z: EM Probiotyk, EM White Refresh i ACS ODO_1 oraz
w probie kontrolnej; zatacznik 22

W przypadku préby kontrolnej po poczatkowej obecno$ci w niej paciorkowcoOw katowych
po uptywie 7 dni badania zauwazono nieobecno$¢ tych mikroorganizméw. Natomiast proby,
W ktorych zastosowano dawki Bio-Trakt Plus wykazywaly wzrostowg tendencje liczebnosci
paciorkowcow katowych. Najwyzsze wartosci uzyskano dla dawki 10cm?® biopreparatu/dm?

sciekow (wykres 23).
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Wykres 23. Liczba paciorkowcoéw katowych w probach z zastosowaniem biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz
W probie kontrolnej; zatgcznik 23

3.2.8. Analizy molekularne PCR

Analiza PCR pozwolita na okreslenie ponad 60 réznych rodzajéw bakterii bytujacych

w $ciekach oczyszczonych (tabela 14 oraz zatgczniki 24a-c).

Tabela 14. Wyniki badan metoda PCR na obecno$¢ bakterii z grupy coli w $ciekach oczyszczonych z dodatkiem
biopreparatow; zatacznik 24a-c

Biopreparat

Obecnos¢ bakterii

coli

Proteobacteria
Grammaproteobakteria
Enterobacterales
Enterobacteriaceae —

Procentowy udziat
bakterii coli w
prébach po 5 dniach
dziatania

Genus biopreparaty

Ab brak - -
ACS ODO_1 obecne Unclassified 2,4858%

Raoultella

Citrubacter

Klebsiella
SCD2 obecne Unclassified 0,4519%

Citrobacter

Phytobacter

Klebsiella
EM Probiotyk obecne unclassified 0,2410%
ACS AQUA 8T obecne unclassified 0,1074%

W sktadzie czterech z pieciu przebadanych préb (Sciekow oczyszczonych z dodatkiem

biopreparatow) bakterie z grupy coli byly obecne w réznym sktadzie procentowym (od

0,1074% do 2,4858%) nawet po 5 dniach dzialania biopreparatu, co §wiadczy o tym, ze

przebadane biopreparaty nie wykazaly dziatania higienizacyjnego. Tylko proba $ciekow

z dodatkiem biopreparatu A6 wykazata brak obecnosci bakterii coli (tabela 14, zatacznik 24).
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3.2.9. Wyniki zmian parametrow fizykochemicznych

Dodanie biopreparatu do proby kazdorazowo powodowato lekkie obnizenie wartosci pH,

jednak odnotowane roéznice nie mogg zosta¢ uznane za istotne (Wykres 24).

Scieki oczyszczone

Biopreparat White Refresh
Biopreparat SCD2
Biopreparat QUANTUM
Biopreparat A7

Biopreparat FreeFlow (forma zliofilizowana)

Biopreparat FreeFlow (forma ptynna) seria 1

Biopreparat EmProbiotyk W Seria 2

Biopreparat EmFarma

Biopreparat EmBio

Biopreparat A6

6,2 6,4 6,6 6,8 7 7,2 7,4 7,6 7,8 8
pH

Wykres 24. Wptyw biopreparatdéw na pH proby; zatgcznik 25

Dodanie biopreparatow do $ciekow oczyszczonych spowodowato dos$¢ istotng zmiang ich
barwy. Wszystkie biopreparaty pogorszyly barwe Sciekow. Najgorszy wynik uzyskano dla
biopreparatu QUANTUM, poniewaz wplynat on na zmiang barwy, pogarszajac ja 10-krotnie:
z okoto 50 mg/dm? w $ciekach oczyszczonych do niemal 500 mg/dm?® Pt po dodaniu biopreparatu
QUANTUM (wykres 25).

Scieki oczyszczone
Biopreparat White Refresh
Biopreparat SCD2
Biopreparat QUANTUM

Biopreparat A7

Biopreparat FreeFlow (forma zliofilizowana)

. Seria 1l
Biopreparat FreeFlow (forma ptynna)

Biopreparat EmProbiotyk B Seria 2

Biopreparat EmFarma
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Wykres 25. Wptyw biopreparatdéw na barwe proby; zatgcznik 25
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Podobnie jak w przypadku barwy, biopreparaty spowodowaly dos¢ istotng zmiang¢ metnosci
sciekdbw. Z wyjatkiem biopreparatu SCD2 wszystkie biopreparaty wykorzystane
w eksperymencie doprowadzity do pogorszenia parametru metnosci 1 przekroczenia wartosci

5 NTU przynajmniej w jednej serii badawczej (wykres 26).

Scieki oczyszczone &
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Biopreparat SCD2 s
Biopreparat QUANTUM

Biopreparat A7

Biopreparat FreeFlow (forma zliofilizowana) Seria 1

Biopreparat FreeFlow (forma ptynna)

W Seria 2
Biopreparat EmProbiotyk

|
Biopreparat EmFarma s

Biopreparat EmBio

Biopreparat A6 E—

0 5 10 15 20 25
Metnos¢ NTU

Wykres 26. Wptyw biopreparatdéw na metnos¢ proby; zatacznik 25

Przeprowadzone analizy zawiesiny ogolnej wykazaly wzrost ilo§ci zawiesiny mieszczacy si¢
w granicy bledu oznaczalnosci, w zwigzku z tym uznano, ze biopreparaty nie wptywaja na

zwigkszenie ilosci zawiesiny ogdlnej w badanych probach.

3.2.10. Dyskusja

Biopreparaty to $rodki biologiczne, ktore stymulujg naturalne procesy biodegradacji
substancji organicznych i przemian zwigzkow nieorganicznych zawartych w S$ciekach.
Konsekwencja ich dzialania jest wspomaganie procesu oczyszczania $ciekow. Wigkszo$¢
biopreparatow wykorzystywanych w procesach oczyszczania $ciekOw usuwa przykre
I nieprzyjemne zapachy, zmniejsza zarastanie i zamulanie przewodow, poprawia wydajno$é
systemOw biologicznego i mechanicznego oczyszczania $cickoéw. Srodki te sa stosowane
w instalacjach 1 urzadzeniach kanalizacyjnych takich jak: osadniki gnilne, zbiorniki
bezodplywowe, zbiorniki odttuszczajace, studzienki zbiorcze, osadniki, stawy czy laguny
osadowe [393]. Higienizacyjny wptyw biopreparatow EM wykazano w pracy M. Maha i in.[15]
dotyczacej badania skutecznosci dziatania mikroorganizméw EM na poprawg jakosci $ciekow

w Egipcie. Badania prowadzono na $ciekach, w ktorych liczebnos¢ bakterii coli wynosita
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1,3x10° jtk/100cm® i 2,1x10° jtk/100cm®. Po 20 dniach dzialania biopreparatu redukcja
liczebnosci bakterii coli wynosita odpowiednio 99,9% i 99,8% [394]. Przeprowadzone
W niniejszej pracy badania, z uwagi na ich praktyczny aspekt, realizowane byty w okresie do 7
dni. Wydluzenie czasu ich trwania miatoby uzasadnienie jedyniec w przypadku badan
dotyczacych mozliwosci wykorzystania biopreparatow w poprawie jakosci $ciekow
gromadzonych w szczelnych zbiornikach bezodptywowych (typu szambo). W warunkach
ciggltego przeptywu $ciekdw, jakie panuja na komunalnych oczyszczalniach $ciekow,
wydtuzenie czasu trwania badan laboratoryjnych nie miato podstaw.

Literatura podaje, ze podstawg stosowania biopreparatow w procesach oczyszczania §ciekow
jest zawarto$¢ w ich skladzie metabolitow bakterii [395,204,396,208] . Wykazano, ze wiele
drobnoustrojow produkuje substancje wptywajace antagonistycznie na wzrost i rozwo6j bakterii
(oddzialuja na organizmy konkurencyjne, ostabiajac je lub niszczac). Do wspomnianych
metabolitow bakterii kwasu mlekowego (gtowny sktadnik wielu biopreparatow) nalezy zaliczy¢
m.in.: kwasy organiczne (mlekowy i octowy), metabolity niskoczasteczkowe (diacetyl, aldehyd
octowy, kwasy tluszczowe, etanol), bakteriocyny (biatka toksyczne dla bakterii), enzymy
bakteryjne (lizozymy) i inne (woda utleniona). Im szersze spektrum aktywno$ci wspomnianych
metabolitow, tym wieksze szanse na przezycie i zdominowanie zasiedlanego srodowiska maja
wytwarzajace je drobnoustroje. Jednym z ciekawszych metabolitow komoérkowych o silnej
aktywno$ci antybakteryjnej sg bakteriocydy (substancje biatkowe o masie czasteczkowej od kilku
do kilkudziesigciu kDa, produkowane przez wiele grup bakterii). Wigkszos¢ bakteriocyn
charakteryzuje si¢ waskim spektrum aktywnosci i dziata jedynie na bakterie blisko spokrewnione
z wytwarzajacymi je organizmami, tzw. producentami (zdolnos¢ produkcji bakteriocyn jest
zwykle cecha szczepowa) [208]. Co ciekawe, niektore bakteriocyny sa zdolne do oddziatywania
na bakterie niespokrewnione ze swymi producentami [207].

Biopreparaty sa powszechnie uzywane w procesach oczyszczania $ciekow. Wedlug Higi
i Chinena [202] podstawa stosowania technologii EM w procesach oczyszczania $ciekOw jest
fakt, ze =zawierajg one omowione powyzej bakterie kwasu mlekowego. Tworzenie
przeciwutleniaczy przez EM pomaga w poprawie separacji ciala stalego od cieczy, co jest
podstawa oczyszczania wody [202,397]. W dziataniu biopreparatéw kluczowa rolg odgrywaja
enzymy, a dopiero w nastgpnej kolejnosci bakterie. Enzymy sa zwigzkami biatkowymi
dziatajagcymi jak katalizatory reakcji biologicznych. W odréznieniu od katalizatorow
chemicznych odznaczajg si¢ wysoka selektywnos$cig dziatania, czasami dany enzym moze
katalizowa¢ tylko jedng reakcje tylko jednego zwiazku, zwanego substratem enzymu. Tak jak

wszystkie katalizatory, enzymy nie zmieniaja statej rtOwnowagi reakcji i nie powoduja przemian
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chemicznych, a jedynie obnizaja energi¢ aktywacji reakcji, przyspieszajac ja. W sktad preparatow
mikrobiologicznych przeznaczonych do oczyszczania $ciekdw najczgsciej wchodza bakterie
z rodziny Pseudosomonas lub Bacillus. W srodowisku naturalnym (w wodzie i glebie) biora one
czynny udziat w procesach samooczyszczania. W biopreparatach ich koncentracja jest bardzo
duza, najczesciej 1 g kultur bakteryjnych zawiera 10%-10° bakterii.

W literaturze mozna odnalez¢ informacje dotyczace higienizacyjnego dziatania
biopreparatow. Pozytywny efekt osiggnigto w badaniach wptywu EM na tempo inaktywacji
bakterii wskaznikowych Salmonella Senftenberg W775 w gnojowicy pochodzacej z fermy trzody
chlewnej. Teoretyczny czas przezycia bakterii testowych Salmonella Senftenberg W775 wynosit
dla proby z zastosowaniem preparatu EM 53 dni, a dla proby bez biopreparatu 67 dni.
Zastosowanie Efektywnych Mikroorganizméw w praktyce, jako dodatku do ptynnych odchodéw
zwierzgcych w celu eliminacji drobnoustrojow chorobotworczych, stwarza alternatywe dla
tradycyjnych metod unieszkodliwiania bakterii patogennych [398]. Takze badania prowadzone
przez Wronskiego i in. [399] wykazaly, ze wprowadzenie preparatu EM do gnojowicy
przyczynito si¢ do zwigkszenia tempa eliminacji pateczek Salmonella Senftenberg W775.
Stwierdzony na podstawie analizy statystycznej teoretyczny czas przezycia bakterii
wskaznikowych w probie gnojowicy zawierajacej preparat EM byt znacznie krotszy niz w probie
bez jego udziatu. Tempo eliminacji testowanych bakterii wynosito w probie z wykorzystaniem
preparatu EM 0,15 log/dzien, za§ w probie bez preparatu EM przyjeto wartos¢ 0,12 log/dzien.
Z rezultatow do$wiadczenia wynika, Ze istnieje mozliwos¢ zastosowania EM w praktyce, jako
dodatku do gnojowicy poprawiajacego efekty jej higienizacji.

Najczegsciej biopreparaty zawieraja w swoim skladzie mieszaning bakterii, substancje
pokarmowe, nos$nik i ewentualnie enzymy. W sklad uzytych w badaniach biopreparatow
wchodzity przede wszystkim: bakterie kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria) [400], z uwagi
na produkcje aktywnych antagonistycznych metabolitow, bakterie saprofityczne [401], bakterie
fotosyntetyzujace [401], drozdze [402,403,404], promieniowce (Actinomycetes) [405,406,407]
oraz inne, w $ladowych ilosciach. Wszystkie te mikroorganizmy wykazuja zdolnos¢ do
przeprowadzania réznych proceséw metabolicznych, ktore sa kluczowe dla oczyszczania
sciekow, takich jak rozktad zwiazkow organicznych czy usuwanie azotu i fosforu. Ponadto
biopreparaty zostaty dobrane tak, aby w swoim sktadzie zawieraty bakterie zdolne do produkcji
bakteriocyn, jak np. Bacillus, Pseudomonas czy Lactobacillus.

Biopreparaty zostaty podzielone m.in. z uwagi na ich form¢. Badacz Kasza [408] wskazuje,
7e szczepy zawarte w biopreparatach moga by¢ przechowywane w formie liofilizatow (np.

uzyty w badaniach biopreparat FreeFlow), zamrazane lub umieszczane w specjalnej zawiesinie
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(w formie ptynnej — wigkszos$¢ biopreparatow wykorzystana w eksperymencie). Wyniki analizy
ATP w niniejszej pracy wykazaty, ze wartos¢ RLU byta wyzsza w probach z biopreparatem
w formie zliofilizowanej niz w probach z biopreparatem w formie ptynnej. Moze to wynikaé
m.in. z koncentracji mikroorganizméw (liofilizacja moze prowadzi¢ do wiekszej koncentracji
mikroorganizméw na jednostke objetosci, co przektada si¢ na wzrost stgzenia ATP 1 tym
samym warto$ci RLU) oraz ich aktywnos$ci metabolicznej (mikroorganizmy w formie
zliofilizowanej moga wykazywaé¢ wyzszg aktywno$¢ metaboliczng w poréwnaniu do formy
ptynnej, co prowadzi do wiekszej produkcji ATP [409]. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
w badaniach nad wplywem dodatkowego natleniania. Analiza stezenia ATP wykazata, ze
zastosowanie biopreparatu ACS ODO_1 bez dodatkowego natlenienia powoduje
zdecydowanie lepszy wzrost mikroflory niz w przypadku préb dodatkowo natlenianych. Jest to
spowodowane faktem, ze bakterie kwasu mlekowego — glowny sktadnik biopreparatu —
rozwijaja si¢ lepiej w warunkach ograniczonego dostgpu tlenu.

Jak zauwazaja Sapieha-Waszkiewicz i in. [410] biopreparaty moga mie¢ w swoim sktadzie
réznego rodzaju podtoza, jak wyciagi z roslin. Jako przyktad tego typu biopreparatu w pracy
wykorzystano biopreparat Em White Refresh, sktadajacy si¢ m.in. z koncentratu owocowego.
Przebadano réwniez biopreparaty z podiozem z ekstraktu z otragb ryzowych oraz ekstraktow
ziotowych. Podstawowym rodzajem podioza, na ktérym namnazajg si¢ mikroorganizmy jest
jednak melasa z trzciny cukrowej. Gléwnie z tego powodu w badaniach wykorzystano
najwigksza liczbe biopreparatow z tego rodzaju podtozem. Nalezy pamigtaé, Zze zawarto$¢
melasy w danym biopreparacie moze si¢ znaczaco r6zni¢ i zaleze¢ od indywidualnego sktadu
przygotowanego przez producenta (w zaleznosci od konkretnego produktu 1 jego
zastosowania), co moze wptywa¢ na skuteczno$¢ dzialania biopreparatow m.in. w redukcji
liczebnosci bakterii coli.

W badaniach uwzglgdniono zaréwno rodzaj, jak i wplyw samego podtoza (wyizolowanie
mikroorganizméw od podtoza, na ktérym si¢ namnazajg) na skuteczno$¢ dziatania
biopreparatow. Laktoza jest waznym sktadnikiem w detekcji bakterii coli, poniewaz ich
oznaczenie opiera si¢ przede wszystkim na jej rozktadzie. Coli sg grupa bakterii fermentujacych
laktozg, ktore najprawdopodobniej nabyty gen lacZ poprzez poziomy transfer gendw i dlatego
stanowig grupe polifiletyczng [411]. Wsrdd tej grupy bakterii znajduje si¢ rowniez Escherichia
coli. Badania wykazaly, ze zawarto$¢ laktozy moze wptywaé na wyniki oznaczenia bakterii
coli. Na przyktad w jednym z badan [412] wykazano, ze probka laktozy pokazuje wzrost
indukcji w poréwnaniu z kontrolg gliceryny z 79% wzrostem -galaktozydazy przez 44 minuty

wzrostu [412]. Innymi stowy, obecno$¢ laktozy moze zwickszy¢ aktywnos¢ -galaktozydazy,
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co z kolei moze wptywa¢ na wyniki oznaczenia bakterii coli. W zwigzku z tym zawarto$¢
laktozy w biopreparatach moze rzutowa¢ na wyniki oznaczenia bakterii coli, poniewaz
oznaczenie tych bakterii opiera si¢ w gldownej mierze na rozktadzie laktozy. Dlatego wazne jest,
aby uwzgledni¢ zawarto$¢ laktozy podczas interpretacji wynikOw oznaczenia bakterii coli lub
sprobowa¢ odseparowa¢ mikroorganizmy zawarte w biopreparatach od podloza (laktozy).
Filtracja membranowa moze by¢ jednym ze sposoboéw stosowanych do oddzielenia
mikroorganizméw od podltoza, na ktorym si¢ namnazaja (laktozy), moze tez by¢
wykorzystywana w celu zwigkszenia skuteczno$ci dzialania biopreparatow w eliminacji
bakterii z grupy coli [413].

Dla wybranych serii oznaczano liczebno$¢ paciorkowcow katowych, ktore nalezg do grupy
bakterii charakteryzujacych si¢ dluga przezywalnoscia w wodzie, przez co sa zalecane jest
przez wielu badaczy jako dobry wskaznik jakosci mikrobiologicznej wody [414]. Dodatkowym
argumentem przemawiajagcym za uwzglednieniem liczebnosci paciorkowcoéw katowych byt
fakt, ze oznaczanie tego wskaznika w wodach powierzchniowych wykorzystywanych do
kapieli jest obowigzkowe w krajach Unii Europejskiej [415,100]. Wykazano korzystny wpltyw
na zahamowanie rozmnazania paciorkowcow katowych w probach z zaaplikowanymi
biopreparatami.

W badaniach uwzglgdniono ponadto wptyw biopreparatow na pH, zawiesing barwe
I metnos$¢ w $ciekach oczyszczonych. Biopreparaty spowodowaty do$¢ istng zmiane metnosci
sciekow. Jest to o tyle istotne, Zze zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady
(UE) 2020/741 z dnia 25 maja 2020 r. w sprawie minimalnych wymogoéw dotyczacych
ponownego wykorzystania wody (wykres 26) Scieki z dodatkiem biopreparatow nie spetnig
wymogow dotyczacych jakosci odzyskanej wody do nawadniania w rolnictwie dla klasy A.

W badaniach przeprowadzonych przez S. Bonetta i in.[416], dotyczacych dezynfekcji
sciekow komunalnych, wyniki analiz PCR wykazaty, ze 50% (3/6) $ciekdw oczyszczonych
z oczyszczalni WWTP1 i OS3 bylto pozytywnych pod wzgledem obecnosci E. coli O157:H7.
Ustalenia te koreluja z wynikami analizy PCR zleconej na potrzeby prowadzonych w pracy
badan. W sktadzie czterech z pigciu przebadanych prob (Sciekow oczyszczonych z dodatkiem
biopreparatow) wykryto bakterie z grupy coli, czym potwierdzono ich obecno$¢ w $ciekach
oczyszczonych odprowadzanych z oczyszczalni. Tylko w probie z biopreparatem A6 analizy
PCR nie potwierdzity obecnos$ci bakterii coli. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze na
innym etapie eksperymentu oznaczenia liczebnosci bakterii coli wykonane tradycyjnymi
metodami hodowlanymi wykazaty znaczng liczbg bakterii coli w probach z dodatkiem

biopreparatu A6 (siegajace nawet 9,3x102 jtk/100cm?).
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Rozbieznos$¢ miedzy wynikami analizy PCR a tradycyjnymi metodami hodowlanymi moze

wynika¢ z kilku czynnikow:

metody hodowlane wykrywaja zywe, zdolne do wzrostu bakterie, podczas gdy
metody PCR moga wykrywa¢ DNA bakterii niezaleznie od tego, czy s3 one zywe,
czy nie; jesli bakterie coli byly obecne, ale nie byly zywe lub zdolne do wzrostu,
mogly by¢ wykryte przez test PCR, ale nie przez metod¢ hodowlang. To oznacza, ze
metoda hodowlana moze nie wykry¢ bakterii, ktore nie sg juz zywe lub zdolne do
wzrostu, podczas gdy test PCR moze wykry¢ DNA tych bakterii, nawet jesli nie sa
juz zywe;

w probkach moga wystepowac inhibitory PCR, ktore moga wptywaé na wyniki
testow PCR, prowadzac do falszywie negatywnych wynikow; moga one pochodzi¢
z probki lub moga by¢ wprowadzone podczas procesu ekstrakcji DNA;

agar Chromocult Coliform, wykorzystany w eksperymencie, zawiera substraty
chromogenne, umozliwiajgce roznicowanie bakterii coli i E. coli (rozr6znienie za
pomoca barwy); jednakze nie jest to metoda W stu procentach specyficzna przez co
moga na niej rosng¢ rowniez inne mikroorganizmy, np. niektore bakterie, ktore sa
réwniez fermentatorami laktozy, moga rosna¢ na agarze i by¢ mylnie identyfikowane
jako bakterie coli. W badaniach przeprowadzonych przez Finney i in. [417] 11,25%
kolonii bakterii coli i 8,75% szczepow bakterii E. coli, okazata si¢ by¢ albo fatszywie
dodatnia pod wzgledem aktywnosci h-glukuronidazy, albo falszywie ujemna pod
wzgledem aktywnosci h-galaktozydazy na agarze Chromocult. Dwa szczepy inne niz
E. coli (Citrobacter spp. i Enterobacter spp.) wykazywaly produkcje h-
glukuronidazy 1 pojawiaty si¢ jako fioletowo-niebieskie kolonie na agarze
Chromocult. Inni autorzy wskazani w pracy Finney (Pe rez i in.[418], Sarhan i Foster
[419], Gauthier i in.[420], Alonso i in.[421,422], Geissler i in.[423] roéwniez

potwierdzali powyzsze obserwacje.

Okreslenie skutecznos$ci dzialania biopreparatow w poprawie jakosci mikrobiologicznej

sciekdw oczyszczonych nie przyniosto zakladanych efektow. Zastosowane w badaniach

biopreparaty wykazaly dziatanie stymulujgce rozwdj lub odbudowe bakterii coli w $ciekach

oczyszczonych. Uzyskane pozytywne wyniki, z uwagi na niedoskonato$¢ metod hodowlanych

(np. problem wynikow fatszywie dodatnich), w dalszym ciggu wydaja si¢ dyskusyjne. Jedng

z tez sformutowanych w niniejszej rozprawie bylo twierdzenie, ze mozliwy jest wzrost

potencjatu ponownego wykorzystania $ciekOw poprzez wykorzystanie m.in. metod
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biologicznych — biopreparatow. Teze t¢ postawiono z uwagi na dotychczasowe szerokie
doswiadczenie w stosowaniu biopreparatow w oczyszczaniu $ciekoOw 1 rewitalizacji wod.
Przyktadowo, jak wskazuja zalecenia producenta, biopreparat Bio-Trakt Plus stuzy m.in. do
rewitalizacji wody odptywowej z oczyszczalni §ciekéw oraz ,,skutecznego usuwania bakterii
chorobotworczych, patogendw 1 pasozytow ze S$ciekow 1 osadow posciekowych. (...)
Szczegodlnie przydatnym okazal si¢ (...) w przydomowych oczyszczalniach $ciekéw oraz
szambach. Odzyskang ze $cieckow wode (ponad 90 % objetosci zrzuconych $ciekow) mozna
powtornie wykorzystania do podlewania trawnikoéw, drzewek, krzewow 1 upraw warzywnych”.
Zgodnie z zaleceniami producenta biopreparat ,, dawkujemy w ilosci 1 dm®m?® $ciekow,
znajdujacych si¢ w szambie lub komorze $cickowej, uzupetniajgc 2 x w tygodniu” [370].
Biopreparat Bio-Trakt Plus byl z sukcesem stosowany w badaniach E. Fiatkowskiej
i in.[424] jako preparat stluzacy do karmienia wrotkow w osadzie czynnym. Celem
wspomnianych badan bylo wykorzystanie naturalnie wystepujacych w osadzie czynnym
mikroorganizméw — wrotek (Lecane inermis) — ktore, kontrolujac nadmierny przyrost bakterii
nitkowatych, zmniejszatyby ilo§¢ produktywnego osadu nadmiernego oraz ograniczaja
zjawisko puchnigcia i pienienie si¢ osadu czynnego [425]. W badaniach przeprowadzonych
przez A. Walczynska i M. Sobczyk [426,427] badano wptyw temperatury i niedotlenienia na
wrotki Lecane inermis. Zastosowano dawke 10ul biopreparatu Bio-Trakt Plus rozcienczonego
1:10/1 ml wody, co w przeliczeniu daje 10cm?® biopreparatu/1dm?® wody. W prébach z uzyciem
tego biopreparatu zaobserwowano, ze wysoka dawka biopreparatu (10cm®/1dm?) byta w stanie
zahamowac¢ rozwoj bakterii E. coli — Bio-Trakt Plus jako jedyny spowodowal ograniczenie
rozmnazania si¢ bakterii Escherichia coli i utrzymat ten efekt na czas trwania eksperymentu.
W innej serii badan udowodniono jednak, ze proby, w ktorych zastosowano biopreparat Bio-
Trakt Plus, wykazaly wzrostowg tendencje liczebnos$ci paciorkowcow katowych w zalezno$ci
od dawki — biopreparat wykazal najwyzsze efekty stymulujgce wzrost ich liczebnosci.
Najgorsze wyniki uzyskano dla zalecanej przed producenta dawki 1cm3/1dm3. W dalszych
badaniach zdecydowano si¢ na zastosowanie dawki Scm® biopreparatu na 1dm?® $ciekow
oczyszczonych. Na podstawie danych ujetych w tabeli w zatgczniku 4 zaobserwowano, ze
dawka 5 cm® przyczynita si¢ do redukcji liczebnosci bakterii coli w niewiele mniejszym stopniu
niz dawka 10 cm® Co wiecej, dawka 5 cm?® jest bardziej efektywna pod wzgledem
ekonomicznym, co ma istotne znaczenie w praktycznym wykorzystaniu biopreparatow w ciagu

technologicznym.
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Korzystny wptyw na zahamowanie rozmnazania paciorkowcoéw katowych wykazaty
biopreparaty EM Probiotyk, EM White Refresh i ACS ODO_1. W kontekscie redukcji bakterii
coli nie odnotowano juz jednak tak pozytywnych wynikéw. W badaniach uzyto biopreparatu
ACS ODO 1, poniewaz od lat jest z powodzeniem stosowany w procesach rewitalizacji wod.
Wykorzystany zostat m.in. w zbiorniku zaporowym Pasternik w Starachowicach.
Wprowadzone konsorcja mikroorganizmoéw zintensyfikowaty procesy biodegradacji zwigzkow
organicznych w osadach dennych i wodzie powierzchniowej zbiornika. Jak zauwaza R. Mazur
wraz z zespolem [373]:. ,zaaplikowano biopreparaty kierunkowe w celu przyspieszenia
procesOw biodegradacji zanieczyszczen organicznych w wodach zbiornika zaporowego.
Odnotowano znaczace zmniejszenie osadow dennych (migkkich frakcji organicznych)
w obszarze, gdzie nie stosowano metod mechanicznych. Wprowadzenie mikrobiologicznych
preparatdéw znaczaco zlagodzito zaburzenia wynikajace z inwazyjnej ingerencji metod
mechanicznych oraz poprawilo stref¢ eufotyczng wody 1 korzystnie wptyngto na poprawe
profilu tlenowego od wody przydennej do powierzchniowej”. Podsumowujac, mozna
stwierdzié¢, ze biopreparaty wykazuja korzystny wplyw na zbiorniki wodne, ale nie zawsze na

jako$¢ mikrobiologiczng wody.
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3.3.WyKkorzystanie promieniowania ultrafioletowego UV w dezynfekcji Sciekéw

oczyszczonych

3.3.1. Okreslenie skutecznosci zastosowanych dawek promieniowania

Po dezynfekcji promieniami UV w probkach przy wszystkich zastosowanych predkosciach
(UV40, UV60, UV80 i UV100) nie stwierdzono bakterii z grupy coli oraz E. coli. Dla pozostatych
bakterii odnotowano znaczny spadek ich liczebnoéci, wynoszacy kolejno: max 1x10! jtk/100cm?
dla bakterii psychrofilnych, max 9,1x10? jtk/100cm? dla bakterii mezofilnych oraz max 6,1x10*
jtk/100cm?® dla bakterii przetrwalnikujacych (zatacznik 26).

Analize ATP przeprowadzono bezposrednio po procesie dezynfekcji. W $ciekach
oczyszczonych wartos¢ ATP catkowitego/ogélnego byla wysoka, natomiast ATP
zewnatrzkomorkowego  bardzo niska. Z kolei po dezynfekcji UV  wartosé
zewnatrzkomorkowego ATP gwattownie wzrosta, podczas gdy wartos¢ catkowitego ATP
spadfa. Im mniejsze byto natezenie przeptywu (a co za tym idzie, dawka promieniowania UV
byta wyzsza), tym bardziej wzrastala warto$¢ zewnatrzkomérkowego ATP. Oznacza to, ze

proces dezynfekcji przebiegat prawidtowo (wykresy 27 i 28).
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min

RLU/100pl

1 seria 2 seria 3 seria 4 seria 5 seria 6 seria

o N b O

m Scieki oczyszczone WUV 100 UV 80 uVv 60 uv 40

WyKkres 27. Zmiany wartosci RLU (ATP ogdlnego) dla poszczegodlnych szybkosci dezynfekeji UV w kolejnych
seriach badan; zatacznik 27
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Wykres 28. Zalezno$¢ pomiedzy catkowitym ATP i zewnatrzkomoérkowym ATP dla poszezegdlnych szybkosci
dezynfekcji UV; zatgcznik 27

Na podstawie wynikéw analiz cytometrycznych potwierdzono skuteczno$¢ dezynfekcji
UV. W prébach kontrolnych wydzielono duza populacj¢ komorek zywych (HNA —reg.1) — 349
454/50ul i stosunkowo matg liczbe komoérek martwych (LNA — reg.2) — 29 945/50ul. Po

przej$ciu przez promiennik UV z ré6znym natezeniem przeptywu liczba martwych bakterii

znacznie wzrosta, natomiast liczba bakterii zywych spadta (wykres 29, rysunek 9a-b).
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Wykres 29. Analiza FCM. Wptyw promieniowania UV na liczbe komorek martwych [LNA] reg.1 i
uszkodzonych (reg.2) oraz komoérek zywych [HNA] reg.3; zatacznik 28
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Rysunek 9 a-b. Analiza FCM. Wptyw promieniowania UV na liczbe zywych komorek

3.3.2. Wyniki badan stabilnosci mikrobiologicznej po procesie dezynfekcji

promieniowaniem UV

Do oceny stabilno$ci mikrobiologicznej po procesie dezynfekcji UV zastosowano $cieki po
dezynfekcji o nastepujacej jakoéci mikrobiologicznej: bakterie psychrofilne: max 2jtk/100cm?
(UV40) i 1x10%tk/100cm® (UV100), bakterie mezofilne: max 5jtk/100cm® (UV40)
i 1,9x10%tk/100cm® (UV100) oraz formy przetrwalnikujace max 2jtk/100cm® (UV40)
i 5jtk/100cm?® (UV100). Tylko w przypadku bakterii z grupy coli zredukowano ich liczebno$é
do warto$ci wynoszacej 0 jtk/100cm?, dla obu zastosowanych predkosci przeptywu $ciekow
przez promiennik.

W prébach kontrolnych nizsza temperatura umozliwila bakteriom dluzsze przezycie
w §ciekach. W $ciekach inkubowanych w temperaturze 20°C dodatkowe naswietlanie
spowodowato wzrost bakterii psychrofilnych oraz mezofilnych (wykres 30). Zaobserwowano
réwniez wzrost liczby bakterii w probach po dezynfekcji UV zalezny od temperatury. Najnizsze
liczebnos$ci bakterii odnotowano w prébach inkubowanych w temperaturze 4°C (wykres 31
i 32). W probkach po dezynfekcji UV40 (wykres 31) po 24h zaobserwowano wzrost liczebnosci
catej mikroflory. W probach po dezynfekcji UV100 (wykres 30) doszto do znacznego wzrostu
liczebnosci bakterii mezofilnych po 72h badania w warunkach dodatkowego naswietlania:
ponad 4 tys. jtk/100cm?® (wykres 32). Ponownie najnizsze liczebnosci populacji bakteryjnych
odnotowano w temperaturze 4°C. W przypadku bakterii coli utrzymano efekt dezynfekcji tylko

do 48 godziny badania.
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Wykres 31. Liczebno$¢ bakterii w probce UV40 w kolejnych godzinach dos§wiadczenia; zatacznik 29
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Wykres 32. Catkowita liczba bakterii w probce UV100 w kolejnych godzinach do§wiadczenia; zatacznik 29
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Warto$ci stabilnosci mikrobiologicznej Sciekéw oczyszczonych po przeprowadzonym

procesie dezynfekcji promieniowaniem UV zestawiono w tabelach 151 16.

Tabela 15. Wartosci parametrow S dla UV40 dla poszczegdlnych rodzajow drobnoustrojow i wariantéw inkubacji

Wartos¢ ,,S”

UV40 | bakterie psychrofilne | bakterie mezofilne formy bakterie coli
przetrwalnikowe

4°C
24h 212 =1 1/5 <1 6,9 x10%2 >1 0/0<1
48h 0/2<1 1x10%/5 >1 1,8 x10%/2 >1 2/0 >1
72h 1x10Y2 >1 0/5<1 3,5x10%2 >1 1/0 >1
7 dni 4,23 x10%2 >1 3,56 x10?%/5 >1 0/2<1 0/0<1

20°C
24h 1,7 x10Y2 >1 7,8 x10%/5 >1 1x10%/2 >1 0/0<1
48h 9,13 x10%/2 >1 8,34 x10%/5 >1 2,2 x10%2 =1 6,19x10%/0 >1
72h 9,68 x10%/2 >1 7,15 x10%/5 >1 1,1 x10%2 >1 5,5 x10%/0 >1
7 dni 1,234 x10%/2 >1 1,286 x10%/5 >1 212 =1 4,13 x10%/0 >1

20°C z dodatkowym naswietlaniem

24h 1/2 <1 0/5<1 1x10%2>1 0/0<1
48h 1,76 x10%/2 >1 4,3 x10%/5 >1 3/2>1 5,2 x10Y/0 >1
72h 8,7 x10%/2 >1 1x10%5>1 1,1 x10%/2 >1 1,57 x10%/0 >1
7 dni 5x10%/2 >1 5 x10%/5 >1 1/2<1 0/0<1

Tabela 16. Wartosci parametréow S dla UV100 dla poszczegolnych rodzajéw drobnoustrojow i wariantow

inkubacji
Wartos¢ ,,S”
UV100 | bakterie bakterie mezofilne formy bakterie coli
psychrofilne przetrwalnikowe

4°C
24h 2,4 x10Y/1 x10*>1 1/1,9 x10t <1 4,2 x10Y/5 >1 0/0<1
48h 2 x10%/1 x10* >1 1 x10%1,9 x10'>1 1x10Y/5 >1 6/0 >1
72h 1 x10%/1 x10t =1 2 x10%/1,9 x10! >1 2 x10%/5 >1 5/0 >1
7dni 0/1 x10t <1 0/1,9 x10' <1 0/5<1 0/0<1

20°C
24h 2/1 x10* <1 3/1,9 x10* <1 2,1 x10%/5 >1 0/0<1
48h 8,2 x10%/1 x10* >1 1,241 x10%/1,9 x10*>1 1,5 x10Y5 >1 6,8 x10%/0 >1
72h 5,56 x10%/1 x10*>1 5,7 x10%/1,9 x10* >1 5/5=1 3,64 x10%/0 >1
7dni 6,4 x10%/1 x10* >1 1,053 x10%/1,9 x10! >1 0/0<1 7,1 x10%/0 >1

20°C + dodatkowe naswietlanie

24h 0/1 x10t <1 8/1,9 x10' <1 1,3 x10Y/5>1 0/0<1
48h 1,91 x10%/1 x10* >1 3x10%1,9 x10' >1 5/5=1 3 x10%0>1
72h 9,5 x10%/1 x10* >1 4,2 x10%1,9 x10* >1 9/5>1 0/0<1
7dni 2,15 x10%/1 x10*>1 5x10%/1,9 x10*>1 0/5<1 2,4 x10/*0 >1
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Stwierdzono brak stabilno$ci mikrobiologicznej dla bakterii psychrofilnych, bakterii
mezofilnych, form przetrwalnikujacych oraz bakterii coli (odbudowa nastepuje juz w 48

godzinie badania) do 7 dnia, czyli do konca trwania eksperymentu.

3.3.3. Okres$lenie wplywu biopreparatow na jako$¢ mikrobiologiczng

sciekéw po procesach dezynfekcji promieniowaniem UV

Po przeprowadzeniu dezynfekcji promieniami UVC w probach §ciekéw nie wykryto bakterii
coli. Do takich $ciekow dodano biopreparaty. Utrzymanie efektu dezynfekcji — brak odtwarzania
bakterii coli, zaobserwowano tylko w przypadku zastosowania mikroorganizmoéw z biopreparatu
Em Bio, oddzielonymi od podtoza (wykres 33b). Wniosek ten koreluje z wynikami, jakie
uzyskano po aplikacji biopreparatu Em Bio bezposrednio do $ciekow oczyszczonych — najlepszy
wynik, czyli najnizszg odbudowe bakterii po 24h, odnotowano dla proby V — biopreparat Em Bio
z bakteriami oddzielonymi od podtoza (wykres 33a), z tego wzgledu zdecydowano si¢ na wybor
tego biopreparatu i jego aplikacje w ww. formie w badaniach taczacych procesy UV
z biopreparatami. W przypadku zastosowania mikroorganizmow z tego samego biopreparatu
(EmBio) wraz z podtozem, na ktérym nastepuje ich namnozenie, nie obserwuje si¢ zahamowania
wzrostu liczebnosci bakterii.

Najwiekszg liczebnos$¢ bakterii coli zaobserwowano w probach z dodatkiem biopreparatu

FreeFlow, w obu zastosowanych jego formach.
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K — $cieki oczyszczone zdezynfekowane promieniami UVC

| — biopreparat FreeFlow w formie plynnej, bakterie namnozone na bulionie odzywczym
Il — biopreparat FreeFlow w formie sypkiej (bakterie zliofilizowane)

111 — biopreparat FreeFlow — bakterie oddzielone od podtoza

IV — biopreparat EmBio w formie ptynne;j

V — biopreparat EmBio — bakterie oddzielone od podtoza

Wykres 33 a-b. Wptyw biopreparatow na liczebnos$¢ bakterii coli w $ciekach oczyszczonych i po dezynfekeji
promieniami UV po 24h; zalacznik 30

Uzyskane wyniki wskazuja na wptyw temperatury i $wiatta na odtwarzanie si¢ mikroflory.
We wszystkich wariantach proby umieszczone w 4°C charakteryzowaly si¢ najnizsza liczba
odbudowanych bakterii coli (wykres 33b). W probach bez dostepu $wiatta liczebnosci bakterii
coli sa nieco mniejsze. Potwierdzatoby to fakt wolniej przebiegajacej fotoreaktywacji
W ciemnosci.

Zaobserwowano wzrost wartosci RLU w poréwnaniu z proba kontrolng w kazdej probie
(wykres 34a-b). Potwierdzono rowniez istotny wplyw temperatury na rozwoj mikroorganizmow.
W pordéwnaniu z prébami umieszczonymi w temperaturze 20°C (wysoka warto§¢ ATP ogdlnego)
w probach umieszczonych w temperaturze 4°C, stezenie ATP jest niemal 6-krotnie nizsze.
Najwyzsza odnotowana wartos¢ RLU, dla préby z dodatkiem biopreparatu w temp. 20°C, wynosi
ponad 67 min. RLU, natomiast dla proby z dodatkiem biopreparatu w temp. 4°C, wynoSi niecate
13 min. RLU.
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b) Temp. 20°C
| — biopreparat FreeFlow w formie plynnej, bakterie namnozone na bulionie odzywczym
I — biopreparat FreeFlow w formie sypkiej (bakterie zliofilizowane)
Il — biopreparat FreeFlow — bakterie oddzielone od podtoza
IV — biopreparat EmBio w formie ptynne;j
V — biopreparat EmBio — bakterie oddzielone od podtoza

Wykres 34 a-b. Zmiany wartosci RLU po 24h w $ciekach po dezynfekcji UV i z dodatkiem biopreparatow —
inkubowane w temp. 4 i 20°C; zatacznik 31

Zdezynfekowane S$cieki oczyszczone wzbogacone biopreparatem FreeFlow w formie
plynnej, charakteryzowaly si¢ najwigksza asymilacja mikroorganizmow — zaobserwowano
najwyzszy przyrost komorek bakteryjnych w kazdej populacji, bez wzgledu na zastosowana
temperature inkubacji czy dodatkowe naswietlanie. Proby inkubowane w temperaturze 4°C
cechowaty si¢ mniejszym tempem przyrostu populacji bakteryjnych: maksymalna warto$¢
wynosita 300 tys. czastek/50ul, przy $redniej wynoszacej okoto 50 tys. czgstek/50ul. Wzrost
temperatury do 20°C zaowocowal maksymalnym wzrostem populacji bakteryjnej do wartosci
ponad 600 tys. czastek/50ul. Ograniczenie $wiatta spowodowato nieznaczne obnizenie

liczebnosci populacji — do okoto 540 tys. czastek/50ul (wykresy 35-37).
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Wykres 35. Analiza FCM po 24h w $ciekach po dezynfekcji UV i z dodatkiem biopreparatow — inkubowane
w temp. 4°C; zatacznik 32

Warunki inkubacji prob 20°C z dodatkowym naswietlaniem spowodowaty znaczacy wzrost
populacji regionu 3, tzn. zywych komoérek bakteryjnych, w $ciekach oczyszczonych po
dezynfekcji, wzbogaconych biopreparatem EmBio 2z wyizolowanymi od podioza

mikroorganizmami (wykres 36).
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Wykres 36. Analiza FCM po 24h w $ciekach po dezynfekcji UV i z dodatkiem biopreparatdéw — inkubowane
w temp. 20°C z dodatkowym naswietlaniem; zatgcznik 32
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Wykres 37. Analiza FCM po 24h w $ciekach po dezynfekcji UV i z dodatkiem biopreparatow — inkubowane w temp.
20°C z ograniczonym dostgpem $wiatta; zatgcznik 32
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W drugim etapie eksperymentu zbadano wptyw biopreparatow na jakos¢ mikrobiologiczng
sciekow po procesach dezynfekcji w czasie do 7 dni. W $ciekach oczyszczonych odnotowano
spadek liczby bakterii coli w $ciekach, ktory nastapit po 24h z wartosci 7,4x103 jtk/100cm?® do
wartosci 1,8x10? jtk/100cm®. W prébach po dezynfekcji promieniowaniem UV odnotowano
odbudowe bakterii coli w Sciekach w 48h od momentu dezynfekcji. Po uptywie 72h liczebno$¢
bakterii coli w probie =zaczeta spada¢. Dodanie wyizolowanych z biopreparatu
mikroorganizméw (bez podloza) pozwolito na wydtuzenie efektu dezynfekcji: w temperaturze
4°C nawet powyzej 7 dni. Dla wyzszych temperatur 20°C odbudowa bakterii coli nastepowata

po 72h od momentu dezynfekcji (wykres 38).
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Wykres 38. Liczebno$¢ bakterii coli w probach $ciekow oczyszczonych — K, po dezynfekcji (UV) oraz z
dodatkiem mikroorganizmow z biopreparatu EM Bio; zatacznik 30

3.3.4. Dyskusja

Dezynfekcja ultrafioletem (UV) jest coraz czgsciej stosowana w oczyszczalniach Sciekow.
W procesie dezynfekcji najskuteczniejsze jest promieniowanie UV z zakresu UV-B i UV-C.
Najbardziej niebezpieczne dla organizmow zywych — czyli najskuteczniejsze w dezynfekcji —
sag fale UV-C [428]. Promieniowanie UV przenika przez S$ciany komorkowej
mikroorganizmoéw, trwale uszkadzajac ich strukture DNA, co powoduje ich niezdolnos¢ do
rozmnazania si¢ [235]. Promieniowanie UV-C powoduje zmiany w kwasach nukleinowych
drobnoustrojéw, takie jak przerwanie tancucha RNA lub DNA, denaturacje bialek,
powstawanie dimeréw pirymidynowych, ktére znieksztatcajg ni¢ i utrudniajg jej odtworzenie

[429]. Powoduje tez powstawanie wigzan pomigdzy DNA i bialkami, wigzan krzyzowych
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pomiedzy dwiema niciami DNA, a takze tworzenie si¢ dimerdéw $mierciono$nych dla komorek
pomiedzy resztkami tyminy w tej samej nici DNA [430].

Stopien wrazliwo$ci drobnoustrojow zalezy od kilku czynnikow, wsrod ktéorych mozna
wyrézni¢ rodzaj, forme, wiek 1 wielko$¢ drobnoustrojow, ich stan fizjologiczny, czynniki
srodowiskowe [240]. Na przyktad do inaktywacji bakterii i wirusow potrzebna jest nizsza
dawka promieniowania niz w przypadku plesni i drozdzy, a formy wegetatywne sg bardziej
wrazliwe, przez co wymagaja nizszej dawki dezynfektanta niz formy zarodnikowe. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzajg powyzszg tez¢. Promieniowanie UV okazato
si¢ skuteczne (we wszystkich zastosowanych dawkach) w eliminacji bakterii coli i E. coli ze
sciekow, jednak bylo niewystarczajace do catkowitej eliminacji bakterii mezofilnych,
psychrofilnych czy form przetrwalnikowych (odnotowano bardzo wysoki stopien ich
redukcji!). Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze wraz ze zwigkszaniem dawki promieniowania
liczba bakterii kazdego rodzaju malata, a réznica migdzy probg kontrolng (Sciekami
oczyszczonymi) a $ciekami po dezynfekcji wynosita trzy rzedy wielkosci. Przyktadowo,
wartosci poczatkowe dla $ciekow oczyszczonych wynosity kolejno: 4,26x10° jtk/100cm?®,
1,16x10° jtk/100cm?, 1,06x10? jtk/100cm?® dla bakterii psychrofilnych, mezofilnych i form
przetrwalnikowych, natomiast po dezynfekcji UV100 kolejno: 4 jtk/100cm?, 1 jtk/100cm? oraz
2x10% jtk/100cm? (zatacznik 19 seria 2).

W badaniach wykorzystano czas ekspozycji: 30,7 s. (UV100), na podstawie obliczen ustalono,
7e $rednia dawka promieniowania UV wynosi 153,5 mJ/cm?. Nalezy jednak pamieta¢, Ze
minimalng skuteczng dawke promieniowania (UVDE), ktéra zapewnia wymagany poziom
dezaktywacji rozwazanych mikroorganizméw, mozna okresli¢ dos¢ tatwo, gdy stosuje si¢
reaktory wsadowe. Powodem tego jest fakt, ze cata zawarto$¢ takiego reaktora moze by¢
utrzymywana przez dowolnie dlugi czas w zakresie promieniowania o znanej intensywnosci.
W przypadku reaktorow przeptywowych problem staje si¢ skomplikowany, poniewaz ptyn
jedynie przeplywa przez reaktor. Stosowanie matematycznych metod obliczenia dawek UV moze
byé zatem obarczone pewnym bledem [382]. Wyliczona dawka 153,5 ml/cm? zwigzana
z predkoscig przeptywu UV100, jest najnizsza dawka promieniowania, ktérg moze wytworzy¢
system dozujacy uzyty w badaniach (maksymalna predkos¢ przeptywu UV100 — najkrétszy czas
kontaktu dezynfektanta z proba: 30,7 s/dm?).

Na podstawie dostepnej literatury naukowej nalezy stwierdzi¢, ze dawki promieniowania UV
wykorzystywane do dezynfekcji Sciekow oczyszczonych sa rdzne 1 zalezg od wielu czynnikow,
takich jak rodzaj mikroorganizmoéw, jako$¢ wody, typ systemu UV i inne parametry.

Przyktadowo, w badaniach Gonzalez i in. [242] zalecano stosowanie minimalnej dawki 40
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mJ/cm? jako wystarczajacej do skutecznej dezynfekcji 1 zmniejszenia prawdopodobienstwa
reaktywacji mikroorganizméw. Podobne warto$ci wykazano w badaniu przeprowadzonym przez
Lazarotto i in. [431] gdzie zastosowano rézne dawki promieniowania UV, takie jak 3.6; 9.0; 18
i 36 mJ/cm?, ktore spowodowato redukcj¢ wickszg niz 2 log coli i E. coli, przy zastosowanych
dawkach 18 i 36 mJ/cm?, jednak nie doprowadzito do catkowitej dezynfekcji. Salcedo Davila
1 In.[432] stwierdzili natomiast, Zze srednia dawka UV wynoszaca 50 mJ/cm? jest wystarczajaca,
aby spetni¢ obowigzujace w Hiszpanii standardy jako$ci mikrobiologicznej. Z kolei Nguyen i in.
[433] zaobserwowali, ze inaktywacja bakterii zalezy od zastosowanej dawki UV, stwierdzajac,
ze przy dawce 47,8 £ 1,6 mJ/cm? nastepuje redukcja colifagéw MS2 wynoszaca 2,6 = 0,1 uLog,
podczas gdy przy dawce 69,4 + 3,8 mJ/cm? poziom redukcji wzrasta do 3,7 + 0,2 uLog.

Silve i in.[434] stwierdzili skutecznos¢ usuwania bakterii ze $ciekow odprowadzanych
Z miejskich oczyszczalni Sciekdw na poziomie 98,4%, przy dawce 29,74 mJ/cm?. Rodriguez-
Chueca i in.[435] badali natomiast dawki miedzy 42—170 mJ/cm?, uzyskujac skutecznosé
usuwania mikrozanieczyszczen na poziomie 90% przy uzyciu 16 lamp o mocy 95 W i czasie
kontaktu migdzy 4 a 18 s. Dawki migdzy 100 a 300 mJ/cm? pozwolity na skuteczne usunigcie
bakterii z grupy coli na poziomie 99,97% przy uzyciu 8 lamp o mocy 20 W i czasie kontaktu
miedzy 10 a 30 min (Caretti i in.[436]). Wysokie dawki promieniowania UV wynoszace 913
mJ/cm? zastosowano w badaniach dotyczacych inaktywacji Escherichia coli O157:H7.
Zaobserwowano tam, ze wysoka dawka promieniowania UV (wynoszaca 913 ml/cm?)
powodowata uszkodzenia btony komorkowej bakterii — pozostawala nienaruszona przy
nizszych dawkach wynoszacych od 0 do 203 mJ/cm? [242,432]. W badaniu przeprowadzonym
przez Milani i in.[437] stwierdzono z kolei, ze dawka 1048 mJ/cm?, promieniowania UVC jest
dawkg optymalng do catkowitej dezynfekcji, w tym do inaktywacji m.in. wirusa SARS-CoV-
23.

Poréwnujac wartos$ci literaturowe z wyliczonymi w pracy dawkami promieniowania UV,
nalezy stwierdzi¢, ze dawki zastosowane w badaniach sg zgodne z literaturg. Roznice w dawkach
mogg wynika¢ zaré6wno z rdéznic w parametrach zastosowanych systeméw — takich jak moc
lampy, objetos¢ Sciekow przeptywajacych przez lampe, czasu ekspozycji — jak i innych
czynnikow. Dodatkowo trzeba zwréci¢ uwage na fakt, ze w celu okreslenia skutecznos$ci
promiennika przeprowadza si¢ badania eksperymentalne z wykorzystaniem organizmow
wskaznikowych. Jako organizmy wskaznikowe najczesciej wykorzystuje si¢ bakteriofagi MS2,
zarodniki Bacillus subtilis lub oocysty Cryptosporidium parvum. Bakterie, w tym bakterie
z grupy coli, ktore sg absorbowane w roznych ilosciach przez czastki zawiesiny, nie sg zbyt

precyzyjne [230]. Nie mozna zatem uznaé, ze jedna dawka promieniowania jest optymalna do
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usuni¢cia wszystkich rodzajéw mikroorganizmow, duzo zalezy od tego, ktory rodzaj przyjmiemy
za wskaznikowy. Dlatego tez dawki promieniowania UV sa zwykle dostosowywane do
konkretnych warunkéw i wymagan systemu dezynfekcji UV [382].

Jesli ilo$¢ tych dwoch czynnikéw (dawki lub czasu) nie jest wystarczajgca, moze nastapic
ponowny rozwdj drobnoustrojow [438] — zjawisko regeneracji [439]. Bakterie, aby
przeciwdziata¢ szkodliwym skutkom promieniowania, wyksztatcity mechanizmy pozwalajace
im na naprawe uszkodzonego materiatu genetycznego. Rozrdznia si¢ reparacj¢ ciemng oraz
napraw¢ S$wiattem (fotoaktywacjg). Zaproponowano trzy mechanizmy naprawy ciemne;j:
naprawe przez wyciecie, naprawe rekombinacyjng i naprawe podatng na bledy SOS [440].
Wycigcie jest dominujaca forma mechanizmu naprawy w ciemnos$ci, w ktorym naprawa odbywa
si¢ poprzez fizyczne nacigcie (wycigcie) dimeru z uszkodzonej nici DNA przez kompleks
enzymatyczny. Nadal nie wiemy, jakie mechanizmy dominuja w zjawisku rekonstrukcji
komorek. Ciemna naprawa jest znacznie wolniejsza niz fotoreaktywacja. Fotoreaktywacja jest
natomiast katalizowana przez enzym fotoliaz¢ w obecnosci $wiatta widzialnego (A = 370 nm).
Energia fotonow $wiatla (hv) powoduje rozszczepienie dimeru, co prowadzi do transformacji
czasteczek DNA. Po naprawie odzyskuja zdolnos$¢ do replikacji i zakazania zywiciela w sposob
podobny do stanu przed inaktywacj g wywotang promieniowaniem UV. Fotoaktywacja zachodzi
podczas ekspozycji na $wiatto widzialne i zachodzi m.in. u bakterii z grupy coli [429]. Organizmy
reagujace na fotoreaktywacje wymagaja 2,2 razy wiecej promieniowania UV, aby osiggnac 90%
dezaktywacje w porownaniu z organizmami, ktore nie ulegajg fotoreaktywacji [441]. Jednakze
fotoreaktywacja nie wydaje si¢ by¢ szczegdlnie znaczaca w pelnej skali, poniewaz jest to
mechanizm wystepujacy glownie przy niskich dawkach UV. Guo i in.[442] stwierdzili, ze
fotoreaktywacja E. coli (przy poczatkowym stezeniu wynoszacym 107 jtk/100mL) wynosita
okoto 50% jedynie dla dawki UV réwnej 5 mJ/cm?. Nie wykryto fotoreaktywacji dla dawki UV
wynoszacej 15 mJ/cm?. W przypadku bakterii z grupy coli ogotem (przy poczatkowej liczebnosci
wynoszacej 9,6x10* jtk/200mL —2,5x10° jtk/100mL) przy dawce UV 40 ml/cm? odsetek
fotoreaktywacji byl mniejszy niz 1%. Podobne badania przeprowadzili Hallmich i Gehr [429]
oraz Guo i in.[443,249]. Z kolei w badaniach Somnath Basu [230] zaobserwowano szybki wzrost
koncentracji bakterii z grupy coli i stosunku bakterii z grupy coli do catkowitej liczby bakterii
pomiedzy 24 a 48 godzinami po dezynfekcji UV w pordéwnaniu do liczebno$ci bezposrednio po
zastosowaniu UV. Tempo wzrostu stopniowo malato po 72 godzinach do 144 godzin. Podobne
zaleznosci zauwazono W prezentowanych badaniach, gdzie stwierdzono brak dlugoterminowe;j
skutecznosci dzialania dezynfekcyjnego i po pewnym czasie zauwazono odbudowe bakterii

z grupy coli i innych mikroorganizméw. Rekonstrukcja bakteryjna nastgpowata po okoto 48
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godzin od momentu dezynfekcji promieniami UV (nawet przy zastosowaniu bardzo duzych
dawek: dla UV100: 153,5 mJ/cm?, a dla UV40: 390,0 mJ/cm?) i efekt ten w warunkach trwatej
hodowli utrzymywat si¢ przewaznie do 72 godzin. Dodanie wyizolowanych z biopreparatu
mikroorganizméw (bez podloza) pozwolito na wydtuzenie efektu dezynfekcji: w temperaturze
4°C nawet powyzej 7 dni, natomiast dla wyzszych temperatur (20°C) odbudowa bakterii coli
nastepowata po 72h od momentu dezynfekc;ji.

Dezynfekcja UV nie wykazuje oczywistego wptywu na catkowita wzgledna liczebnos¢
wolno zyjacych bakterii chorobotwoérczych w $ciekach. Chociaz w procesie oczyszczania
sciekow eliminuje si¢ duze iloSci patogendw zwigzanych z czasteczkami, oczyszczalnie
sciekOw nie sg w stanie skutecznie usung¢ wolno zyjacych patogenow bakteryjnych, a niektore
bakterie chorobotworcze (np. Pseudomonas aeruginosa) obecne w $ciekach maja wigksza

wzglednag liczebnos¢ po dezynfekcji promieniowaniem UV [152].
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3.4. WyKkorzystanie ozonowania w dezynfekcji Sciekéw oczyszczonych

3.4.1. OKkreslenie skutecznos$ci zastosowanych dawek ozonu

Poczatkowa liczebnos¢ bakterii w Sciekach oczyszczonych wynosita kolejno: min
1,275x10% i max 1,8x10% jtk/100cm? dla bakterii psychrofilnych, min 1,325x10* i max 4x10*
jtk/100cm? dla bakterii mezofilnych, min 1,2x10* i max 4,1x10* jtk/100cm? dla bakterii coli
oraz min 4,5x10%® max 6,5x10° jtk/100cm?® dla bakterii E. coli. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze wraz ze wzrostem czasu trwania ozonowania zmniejszata si¢ liczebnos$¢ bakterii
psychrofilnych, mezofilnych i bakterii z grupy coli w $ciekach. Nawet przy dlugotrwatym
ozonowaniu nie wszystkie mikroorganizmy zostaly jednak catkowicie usunigte. Czas
ozonowania (9 minut) okazal si¢ niewystarczajacy do zupelnej eliminacji bakterii
psychrofilnych i mezofilnych. Okazat si¢ natomiast satysfakcjonujacy dla bakterii coli i E. coli.
Juz po 1 minucie dezynfekcji ozonem liczebno$¢ bakterii E. coli znaczaco spadta — redukcja

minimum 67%. Skuteczno$¢ ta wzrastala wraz z wydluzaniem czasu ozonowania (tabela 17).

Tabela 17. Wptyw czasu ozonowania na efekt dezynfekcji; zatacznik 33

imin| 3min [ 5min | 7min |  9min
Wersja 1
Bakterie psychrofilne 86% 95% 98% 99% ~100%
Bakterie mezofilne 74% 94% 97% 99% ~100%
Bakterie coli 76% 94% 96% 99% ~100%
Bakterie E. coli 82% 93% 96% 99% ~100%
Wersja 2
Bakterie psychrofilne 79% 96% 99% 99% ~100%
Bakterie mezofilne 60% 7% 96% 99% ~100%
Bakterie coli 73% 78% 97% 99% 100%
Bakterie E. coli 67% 76% 93% 99% 100%

W probach po dezynfekceji ozonem stwierdzono catkowita eliminacj¢ bakterii z grupy coli
tylko w probie $ciekow ozonowanej przez 9 minut (w drugiej wersji badan). Uzyskane wyniki
wskazuja jednak, ze zastosowany czas ozonowania $ciekow nie byt wystarczajacy do
calkowitego usunigcia mikroorganizméw. W dalszym ciggu, po 9-minutowym ozonowaniu,
w $ciekach pozostato kolejno: min 0 jtk/100cm? i max 2x10! jtk/100cm? bakterii psychrofilnych,
min 1 jtk/100cm® max 2,3x10* jtk/100cm? bakterii mezofilnych oraz max 9 jtk/100cm? bakterii
coli (w serii 1).

W drugiej serii rozszerzono badanie skutecznos$ci dezynfekcji ozonem do 15 minut (tabela
18). Ozonowanie $ciekow przez 11 minut okazalo sie¢ wystarczajace do catkowitego usuniecia

bakterii psychrofilnych, bakterii mezofilnych, bakterii coli i E. coli.
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Tabela 18. Skuteczno$¢ dziatania ozonu w eliminacji bakterii; zatacznik 34

préoba Bakterie Bakterie Bakterie coli Bakterie E. coli
psychrofilne | mezofilne

1 minuta 97% 96% 50% 80%

3 minuty 97% 98,5% 74% 91%

5 minut 99% 99% 97% 97%

7 minut 99,5% 99,5% 99,5% 99,5%

9 minut 99,9% 99,9% 99,9% 100%
11 minut 100% 100% 100% 100%
13 minut 100% 100% 100% 100%
15 minut 100% 100% 100% 100%

Wyniki analizy luminometrycznej ATP (wykresy 39 1 40) potwierdzaja skuteczno$é
przeprowadzonych proceséw dezynfekcji. Proby kontrolne (Scieki oczyszczone) kazdorazowo
charakteryzuja si¢ wysoka wartosciag RLU ogolnego przy stosunkowo niskiej wartosci RLU
zewnatrzkomorkowego. Wprowadzenie ozonu do $ciekéw powoduje systematyczny wzrost
wartosci RLU zewnatrzkomorkowego przy jednoczesnym spadku ATP ogolnego wraz

z wydhuzeniem czasu kontaktu dezynfektanta ze Sciekami.
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Wykres 39. Zmiany warto$ci RLU dla r6znych czasow dezynfekcji ozonem w serii 1; zatacznik 35
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Wykres 40. Zmiany warto$ci RLU dla r6znych czasow dezynfekcji ozonem w serii 2; zatacznik 36

Analiza cytometrii przeptywowej FCM (wykresy 41-44) koreluje z wynikami analizy ATP.
Wraz ze zwigkszeniem dawki dezynfektanta (czasu kontaktu) ro$nie liczebnos$¢ populacji LNA,
charakteryzujacej bakterie martwe i/lub uszkodzone. Jednoczesnie maleje populacja bakterii

zywych HNA.
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Wykres 41. Analiza FCM. Wplyw na liczbe komorek martwych [LNA] i komorek zywych [HNA] podczas
dezynfekcji ozonem; zatacznik 37
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Wykres 43. Analiza FCM. Wplyw czasu ozonowania na liczb¢ komoérek martwych [LNA] i komorek zywych
[HNA]; zatacznik 37
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Wykres 44. Analiza FCM. Wplyw czasu ozonowania na liczb¢ komorek zywych [HNA] i komoérek martwych
[LNA] — zalezno$¢ w procentach; zatacznik 38
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Wyniki oznaczen cytometrem przeptywowym potwierdzily skutecznos$¢ dezynfekcji
oczyszczonych $ciekow z zastosowaniem ozonu. Proba kontrolna charakteryzowata si¢ duza
liczba zywych czastek HNA. Wraz z czasem trwania dezynfekcji (zwigkszeniem dawki
dezynfektanta) ilos¢ komorek zywych malata, co §wiadczy o skutecznos$ci przeprowadzonego

procesu (rysunki 10 i 11).

) 3 minuty

d) 5 minut e) 7 minut f) 9 minut

Rysunek 10 a-f. Analiza FCM $ciekoéw oczyszczonych i w poszczegolnych minutach ozonowania; seria 1

a) Scieki oczyszczone b) 1 minuta ¢) 3 minuty
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d) 5 minut €) 7 minut f) 9 minut

g). 11 minut h) 13 minut i) 15 minut

Rysunek 11 a-i. Analiza FCM $ciekéw oczyszczonych i w kolejnych minutach ozonowania; seria 2

3.4.2. Wyniki badan stabilnosci mikrobiologicznej $ciekow po procesie

dezynfekcji ozonem

W pierwszej serii badan dziewigciominutowe ozonowanie $ciekéw pozwolito na eliminacje
bakterii coli i E. coli oraz na znaczng redukcj¢ liczebnos$ci pozostatych mikroorganizméw.
Scieki po procesie ozonowania nie charakteryzowaty si¢ jednak stabilno$cia mikrobiologiczna.
Ponowny wzrost drobnoustrojéw nastapit juz po 24h od momentu dezynfekcji.

Zaobserwowano wplyw temperatury na odbudowe¢ mikroorganizméw. W przypadku
bakterii z grupy coli i E. coli (rysunek 45d-e) temperatura 4°C spowodowata zahamowanie
rozwoju bakterii w probach i utrzymanie tego efektu nawet do 7 dnia trwania eksperymentu.
Zmiany w wielkosci populacji bakteryjnych tworzacych przetrwalniki byly zblizone dla
kazdego zakresu temperatur. Ich najwicksza i najdtuzej utrzymujaca si¢ liczebno$¢ odnotowano
dla temperatury 15°C (rysunek 45c). Wyzsze temperatury inkubacji probek powodowatly
szybsza rekonstrukcj¢ bakterii. W przypadku bakterii psychrofilnych i mezofilnych (rysunek
45a-b) najwigksze liczebnosci bakterii zauwazono w probkach umieszczonych w inkubatorze

w temperaturze 28°C.
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Wykres 45 a-e. Zmiany liczebnoéci bakterii psychrofilnych, mezofilnych, bakterii z grupy coli i E. coli oraz form
przetrwalnikowych podczas badania stabilnosci dla 9 minut 0zonowania; zatacznik 39

W drugiej serii badan ozonowanie $ciekow przez 11 minut pozwolito na catkowita
eliminacj¢ bakterii psychrofilnych, mezofilnych, bakterii coli i E. coli (100% redukcji).
Ponownie stwierdzono jednak brak stabilno$ci mikrobiologicznej dezynfekowanych prob.
Wyniki zaprezentowane na wykresach 46a-d potwierdzaja odbudowe bakterii psychrofilnych,
mezofilnych, coli i E. coli w kazdym badanym zakresie temperatur. W zaleznosci od
temperatury zmienia si¢ tempo odbudowy mikroorganizméw — najwolniejszy wzrost
liczebnosci bakterii odnotowano w temperaturze 4 i 15°C, gdzie odbudowa bakterii coli i E. coli
nastgpita dopiero okoto 72h od przeprowadzonej dezynfekcji. Wzrost temperatury do 28°C
spowodowat skrocenie czasu odbudowy i rekonstrukcje bakterii coli i E. coli juz 24h po
ozonowaniu. Odbudowa pozostatych bakterii (mezofilnych i1 psychrofilnych) nastapita po 24h

niezaleznie od temperatury.
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Wykres 46 a-d. Zmiany liczebnosci bakterii coli, E. coli, mezofilnych i psychrofilnych podczas badania

stabilnos$ci 11min; zalacznik 40

Wyniki stabilnosci mikrobiologicznej s$ciekéw oczyszczonych po przeprowadzonym

procesie dezynfekcji ozonem zestawiono w tabelach 19 i 20.

Tabela 19. Wartosci parametréw S dla czasu ozonowania 9 minut, dla poszczegdlnych rodzajow drobnoustrojow
i wariantéw inkubacji

9 Wartos¢ ,,S”
min | pakterie bakterie mezofilne | formy bakterie E. | bakterie coli
psychrofilne przetrwalnikowe | coli
4°C
24h | 8/2x10'<1 3,1x10%4/1,2x10' >1 | 1/0 >1 0/0 <1 0/0 <1
48h 1x10Y/2x10'<1 5/1,2x10' < 1 5/0 >1 0/0 <1 1/0 >1
72h | 1,1x10Y2x10%<1 | 1,82x10%1,2x10*>1 | 3/0 >1 0/0 <1 0/0 <1
7 dni | 6/2x10'<1 5/1,2x10*< 1 1/0 >1 5/0 >1 0/0 <1
15°C
2 1 1 1
24h §,107x10 /2x10 2,19x10 /1,2x10 0/0 <1 0/0 <1 0/0 <1
2 1 2 1
48h 3,112x10 /2x10 1,8x104/1,2x10*>1 9/0 >1 0/0 <1 9/0 >1
2 1 2 1
72h §,133x10 /2x10 1,75x104/1,2x10*>1 5/0 >1 2x10Y0>1 | 4,8x10Y0 >1
H 1 2
rant | o 0xaor sy | 212101 8/0 >1 i’fgxm 01 1x1090>1
28°C
2 1 2 1
24h 2,138x10 /2x10 2,87x104/1,2x10*>1 0/0 <1 1,6x10Y/0>1 | 3,88x10%/0 >1
2 1 2 1
48h 2,15x10 [2x10 5,3x104/1,2x10*>1 8/0 >1 1x10Y0 >1 | 2100 1
2 1 1 1
72h ?;,162x10 /2x10 9x10%/1,2x10*>1 4/0 >1 5/0 >1 3%102/0 >1
7.dni | 5x10%2x10' >1 | 1x10Y/1,2x10'<1 2/0 >1 3/0>1 4x10%0 >1
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Tabela 20. Warto$ci parametréw S dla czasu ozonowania 11 minut dla poszczego6lnych rodzajéw drobnoustrojow
i wariantéw inkubacji

11 bakterie bakterie formy bakterie E. | bakterie coli
min_ | psychrofilne mezofilne przetrwalnikowe | coli
4°C
24h | 4x10%0 >1 2x10%0 >1 - 0/0 <1 0/0 <1
48h 6/0 >1 3/0>1 - 0/0 <1 0/0 <1
72h | 2x10%0 >1 4/0 >1 - 0/0 <1 4/0 >1
7.dni | 2,3x10%0 >1 3/0 >1 - 1/0 >1 7/0 >1
15°C
24h | 3,6x10%/0 >1 1x102/0 >1 - 0/0 <1 0/0 <1
48h | 7 27x10%0 >1 3,22x10%/0 >1 - 0/0 <1 0/0 <1
72h | 15x10%/0 >1 1x10%0 >1 - 8/0 >1 4,7x10Y0 >1
7.dni | 2 5x10%/0 >1 3,15x10%/0 >1 - 1,3x10Y/0>1 | 9,6x10Y/0 >1
28°C
24h | 4,76x10%/0 >1 1x10%0 >1 - 2/0 >1 2x10%/0 >1
48h | 578x10%0 >1 7,94x10%/0 >1 - 1,1x10%0 >1 | 6x10%0 >1
72h | 2x10%/0 >1 9,3x10%0 >1 - 3,5x10%0 >1 | 1,66x10%/0 >1
7.dni | 6,7x10%0 >1 1,5x10%/0 >1 - 9/0 >1 3,9x10%0 >1

Najlepszy wynik uzyskano dla bakterii E. coli w probach inkubowanych w temperaturze

4°C. Warunki te pozwolity na utrzymanie efektu dezynfekcji do 72h. Pozytywne wyniki

zaobserwowano rowniez w przypadku bakterii coli. Na uwage zastuguje utrzymanie stabilnosci

mikrobiologicznej po ozonowaniu dla bakterii psychrofilnych, inkubowanych w temperaturze

4°C. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze ozonowanie sciekoOw przez 9 minut nie pozwolito

na catkowite usunigcie bakterii psychrofilnych ze Sciekow (po zastosowanym procesie

dezynfekcji ich liczebno$é¢ w dalszym ciggu wynosita 2x10? jtk/100cm?3).

Zmiany wartosci RLU w badaniu stabilnosci mikrobiologicznej $ciekow po procesie

dezynfekcji ozonem potwierdzity przywrocenie biocenozy drobnoustrojow w inkubowanych

probkach sciekow. Najszybsza odbudowa bakterii (wzrost ATP ogdlnego, przy braku lub

niskich warto$ciach ATP zewnatrzkomorkowego) nastapita w temperaturze 28°C (wykresy 47

i 48).
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Wykres 47. Zmiany wartoéci RLU $ciekoéw po ozonowaniu; wariant 1; badanie w temperaturach 4, 151 28°C;
zatacznik 41

< 3,5
£ 3
_ 25
3
8 2
<
o 1,5
x
1 I I I
| il I ]
0 [
Oh 24h  48h 72h  7dni  Oh 24h  48h 72h  7dni  Oh 24h 48h  72h  7dni
4°C 15°C 28°C
B ATP ogdlne ATP zewnatrzkomdrkowe

Wykres 48. Zmiany warto$ci RLU $ciekdw po ozonowaniu; wariant 2; badanie w temperaturach 4, 151 28°C;
zatagcznik 42

Wyniki analizy cytometrycznej przedstawiono na wykresach 49a-b oraz na rysunku 12. Na
podstawie ponizszych danych mozna stwierdzi¢, ze w probie inkubowanej w temperaturze
15°C wraz z czasem trwania eksperymentu (72h 1 7 dni) rosta liczebnos¢ populacji w kazdym
regionie, przede wszystkim regionie 2 1 3, odpowiadajacym populacjom mikroorganizmow
uszkodzonych i zywych. W probie inkubowanej w temperaturze 28°C liczebno$¢ kolejnych

populacji jest nizsza, jednak ich wzrost w kazdym regionie odnotowano wczesniej, juz w 48h.

152



0,14

£
1S
0,12
3 o1
LN
>~
% 0,08
©°
o 0,06
0,04
0,02 I I
0 — m | [ II m_ — | n. <SH0 II III--I
Oh 24h  48h  72h  7dni Oh 24h  48h  72h  7dni Oh 72h  7dni
4°C 15°C 28°C

H1Reg. W2Reg. M3Reg.

a) Analiza FCM

100
90
80

i

72h  7dni | 0Oh 72h  7dni = Oh 72h  7dni

czagstek/50ul w %
S

4°C 15°C 28°C

B Reg. 1[%] m Reg.2([%] ™ Reg.3 [%]

b) Udziat procentowy poszczegdlnych regionow

Wykres 49 a-b. Analiza FCM w stabilno$ci mikrobiologicznej $ciekow dezynfekowanych ozonem; zatacznik 43
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Rysunek 12. Zmiana populacji bakteryjnej w zaleznosci od czasu i temperatury
3.4.3. Okreslenie wplywu biopreparatu A7 na jako$¢ mikrobiologiczng
sciekow po procesach dezynfekcji ozonem

Po przeprowadzeniu dezynfekcji ozonem w probach nie wykryto bakterii coli (0 jtk/cm?3).
Badania przeprowadzone w konfiguracji z biopreparatem aplikowanym w formie ptynnej

wykazaly wyzsze liczebnos$ci bakterii coli w $ciekach w poréwnaniu z probami z dodatkiem
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wyizolowanych z biopreparatu mikroorganizmow. W najwyzszej temperaturze 28°C liczebno$¢
bakterii coli w ozonowanych probach z dodatkiem biopreparatu w formie ptynnej wynosita nawet
1,52x10° jtk/100cm? (zalacznik 44).

W drugiej konfiguracji do prob dodano bakterie z biopreparatu, oddzielone od bulionu
odzywczego, na ktérym zostaty namnozone. Po 24-godzinnej inkubacji w probach po dezynfekcji
ozonem z dodatkiem bakterii z biopreparatu liczebno$¢ bakterii coli wynosita kolejno: 0; 2 i 5x10*
jtk/100cm?® dla temperatur 4, 15 i 28°C w serii 1 oraz 0; 1x10? i 4,2x10? jtk/100cm? w serii 2.
W probach po dezynfekcji ozonem, bez dodania bakterii biopreparatu, po 24h inkubacji,
liczebno$¢ bakterii coli wynosita kolejno: 0; 1 i 1,9x10* dla temperatur 4, 15 i 28°C w serii 1 oraz
0i 9 jtk/100cm?® w serii 2. Bakterie z biopreparatu wykazaly zatem wiasciwosci stymulujace
rozw0j bakterii coli w $ciekach. Po 24-godzinnej inkubacji prob we wszystkich zastosowanych
temperaturach wykorzystany w badaniu biopreparat wptynat na wzrost liczebnosci bakterii coli.

Dodanie bakterii z biopreparatu do ozonowanych $ciekow miato znikomy wptyw na
liczebno$¢ mikroorganizmow W probach umieszczonych w temperaturze 4°C. W pozostatych
temperaturach biopreparat przyspieszyt odbudowe bakterii coli — rekonstrukcja nastgpita juz
w 24h. Liczebnos¢ bakterii coli w probie kontrolnej (Sciekach oczyszczonych) malata
systematycznie wraz z czasem trwania eksperymentu. W wyzszych temperaturach dodatek
bakterii z biopreparatu do $ciekow oczyszczonych wptynat stymulujgco na wzrost bakterii

(wykres 50a-b).
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a) Seria 1 —o0zonowanie 9 minut
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Wykres 50 a-b. Liczba bakterii coli w probie kontrolnej (Sciekach oczyszczonych) i po ozonowaniu oraz
z dodatkiem biopreparatu w skali logarytmicznej; zatgcznik 44

Przeprowadzona analiza luminometryczna, potwierdzita wptyw temperatury na odbudowg
mikroorganizmow w probach po ozonowaniu. W $ciekach oczyszczonych, stanowigcych probe
kontrolna, poczatkowa wartos¢ RLU wynosita okoto 4 min RLU/100p. W temperaturze 4°C wraz
z czasem trwania eksperymentu warto$¢ RLU malata. W 7 dniu eksperymentu wynosita mniej
niz 1 min RLU/100u. Wzrost temperatury Spowodowat zaburzenia tej tendencji. Wartos¢ RLU
w 48h badania, w temp. 28°C byla wyzsza niz w dniu rozpoczecia eksperymentu. W kazdej
badanej temperaturze, koncowa wartos¢ ATP byla jednak znaczaco nizsza od wartoSci
poczatkowej, co w zwigzku z konczacym si¢ pozywieniem jest charakterystyczne dla hodowli
statych. W probach po ozonowaniu, inkubowanych w temperaturze 4°C, wartos¢ RLU wynosita
okoto 1 min RLU/100u 24h po ozonowaniu i utrzymywata si¢, z lekka tendencja spadkowa, do
7 dnia eksperymentu. Wyzsze temperatury pozwolily na intensywniejszy wzrost i odbudowe
mikroorganizméw (wartos¢ RLU wynosita ponad 12 min RLU/100pul).

Dodanie biopreparatu do ozonowanych Sciekow skutkowato nizszymi wartosciami RLU
W probach inkubowanych w temp. 4°C — niecaty milion RLU/100ul po 48h od inkubacji. Dla
poréwnania w temperaturach 15 1 28°C wartosci RLU wynosity kolejno: ponad 7 mln 1 ponad

5 min RLU/100pl (wykres 51a-c).

156



min
D

2,5
2 I I I 1,275807
’ 727777
: |
o: Almmn I EEEEEET I i

3
S
2
§ Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni
[
préba kontrolna préba kontrolna z préba po ozonowaniu préba po ozonowaniu z
Biopreparatem Biopreparatem
4°C
seria 1

a) 4°C; seria 1

14 12,114011
£ 12
= 10 7,075239
3 6
S I=0
—
S 2 . - = H = . | - . -
-
o Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni| Oh 24h 48h 72h 7dni
préba kontrolna proba kontrolna z préba po ozonowaniu préba po ozonowaniu z
Biopreparatem Biopreparatem
15°C
seria 1

b) 15°C;seria 1

14 12,734864
c
= 12
10
8
5,362087
6
=1 4
: i ™ §
o | [ - | — - N = m
)
= Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni Oh 24h 48h 72h 7dni
proba kontrolna proba kontrolna z préba po ozonowaniu préba po ozonowaniu z
Biopreparatem Biopreparatem
28°C
seria 1

c) 28°C;serial

Wykres 51 a-c. Zmiany warto$ci RLU. ATP ogolne, serial, temp 4,15 i 28°C; zatacznik 45

W  drugiej serii badan analize¢ luminometryczng rozszerzono o badanie ATP
zewnatrzkomérkowego. Pozwolito to na szybkie potwierdzenie skutecznoséci dziatania procesu

dezynfekcji przy zastosowanej dawce ozonu. W pordéwnaniu z probg kontrolng proba po
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ozonowaniu charakteryzowata si¢ wysoka zawartoscia ATP zewnatrzkomorkowego, €O
$wiadczy o uszkodzeniu komoérek mikroorganizmow, a tym samym zdezynfekowaniu §ciekow.
Ponadto mozna zaobserwowa¢ wplyw temperatury na asymilacje mikroorganizméw
pochodzacych z biopreparatéw (im wyzsza temperatura, tym wigkszy wzrost wartosci ATP

0golnego — proba po ozonowaniu z biopreparatem w temp. 15 i 28°C) (wykresy 52a-c).
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Wykres 52 a-c. Zmiany warto$ci RLU. ATP ogdlne i zewnatrzkomoérkowe, seria2, temp 4,15 i 28°C; zatgcznik
45

Analiza cytometryczna FCM  pozwolita na szybkie okre§lenie skuteczno$ci
przeprowadzonych procesow dezynfekcji. Na wykresie 53a mozna dostrzec r6znice w ilosci
czastek populacji bakteryjnych w §ciekach oczyszczonych (proba kontrolna) wynoszace srednio
120 tys. czastek na 50ul 1 w $ciekach zdezynfekowanych (préba po ozonowaniu) wynoszacych
okoto 10 tys. czastek na 50ul. Na wykresie 53b przedstawiono procentowy stosunek populacji
komorek martwych (LNA) do ilosci komorek zywych (HNA). Mozna zauwazy¢, ze w $ciekach
oczyszczonych wartosci te sg porownywalne. Dezynfekcja $Sciekow spowodowata natomiast
niemal 6-krotng przewage komorek martwych (LNA) nad komérkami zywymi (HNA). Wptyw
biopreparatu w probie kontrolnej na rozwdj mikroorganizmow w temp. 4°C jest minimalny,
Z uwagi na niskg temperature, a tym samym niesprzyjajace dla mikroorganizméw warunki do

wzrostu (rysunek 13).
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zatacznik 46
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Rysunek 13. Analiza FCM. Wptyw biopreparatu na rozwdj mikroorganizméow w temp. 4°C po uptywie 24h
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Wzrost temperatury do 15°C spowodowal wydzielenie si¢ w polowie czasu trwania
eksperymentu 3 regionu populacji. W probie kontrolnej 3 region moga stanowi¢ zywe bakterie
cieptolubne. Moze o tym $wiadczy¢ fakt, ze czas inkubacji okoto 48h w temperaturze 15°C jest
charakterystyczny dla rozwoju niektorych grup bakteryjnych (rysunek 14).
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Rysunek 14. Analiza FCM. Wplyw czasu na rozwdj mikroorganizméw z biopreparatu w probie po ozonowaniu,
na przyktadzie proby z biopreparatem umieszczonej w cieplarce w temp. 15°C
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Wykres 54 a-b. Analiza FCM. Préby po ozonowaniu i z dodatkiem biopreparatu inkubowane w temperaturze
15°C; zatacznik 46

W prébach po dezynfekcji ozonem zauwazono zjawisko odbudowy mikroflory. Regeneracja
nastgpuje Srednio w 48h od ozonowania (zaobserwowano wplyw temperatury na tempo
odbudowy). W probach po ozonowaniu inkubowanych w temperaturze 15°C odnotowano
wydzielenie si¢ regionu 3 w 72h. Dodanie biopreparatu do ozonowanych $ciekow spowodowato
dodatkowy wzrost populacji regionu 2 i 3 juz od 48h eksperymentu (wykres 54a-b). Wzrost
temperatury do 28°C spowodowat skrdcenie tego czasu i wydzielenie si¢ regionu 3 juz w 48h od
ozonowania. Wzrost temperatury spowodowat rowniez dalszy wzrost liczebnosci populacji
regionu 2 i 3 w ozonowanych probach z dodatkiem biopreparatu. Wzrost ten nastepuje juz w 24h

badania (wykres 55a-b).
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Wzrost temperatury powoduje przyspieszenie odbudowy mikroorganizméw, przez co
procentowy udzial komoérek martwych (LNA), zywych (HNA) i bakterii z populacji regionu 3
ulega zrownaniu (rysunek 15).
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28°C

Rysunek 15. Analiza FCM. Wptyw temperatury na rozwoj biopreparatdéw w probach, przyktad po uptywie 48h

3.4.4. Wplyw ozonu na barwe $ciekow

Stwierdzono wptyw czasu kontaktu z ozonem na barwe $ciekdéw. Im dtuzszy czas kontaktu,

tym wigksza redukcja ich koloru (wykres 56).
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Wykres 56. Wpltyw dlugosci/dawek ozonowania na barwe Sciekow; zatacznik 47

164



3.4.5. Dyskusja

Do najczedciej stosowanych chemicznych metod oczyszczania $ciekdw nalezy
chlorowanie, cenione ze wzglgdu na skuteczno$¢ i niski koszt. Jednakze ze wzgledu na
tworzace si¢ produkty ubocznych dezynfekcji (DBP) metoda ta moze mie¢ niekorzystny wptyw
na zdrowie publiczne i zycie wodne, powodujac m.in. $Smier¢ ryb w zbiornikach wodnych, do
ktérych odprowadza si¢ Scieki dezynfekowane chlorem. Z tego powodu amerykanska Agencja
Ochrony Srodowiska (US EPA) zachecala do badan nad alternatywnymi metodami
dezynfekcji, takimi jak ozonowanie, ktore okazato si¢ bardzo skuteczne w oczyszczaniu
sciekow [253].

Dezynfekujace wiasciwo$ci ozonu zwigzane sa z tzw. liza komoérek. Bakterie ulegaja
rozktadowi w wyniku degradacji §ciany komorkowej spowodowanej utlenianiem protoplazmy.
Podwdjne wigzania w lipidach pozwalaja ozonowi dziala¢ jako $rodek dezynfekujacy,
powodujac zwigkszong przepuszczalno$é Scian i bton komorkowych poprzez ozonolize [178].
Kiedy czasteczka rozpada si¢ w miejscu podwojnego wigzania migdzy atomami wegla, rozpada
si¢ na krotsze tancuchy, zabijajac bakterie szybciej, niz zrobitby to chlor. Co zaskakujace,
w lipidach tworzacych btone komérkowa znajduje si¢ okoto 108 wiazan podwojnych [231,444].
Uzywanie O3z do dezynfekcji moze zakltoci¢ funkcjonowanie blony komodrkowej bakterii,
enzymow 1 relacji miedzy nimi w komorce bakteryjnej. Wykazano, ze na skuteczno$c¢
inaktywacji bakterii wplywa sktad (wielko$¢, ksztatt czy sktad btony komorkowej) oraz stan
fizjologiczny zbiorowiska bakteryjnego [269]. Nalezy pamigta¢, ze sam rodzaj
mikroorganizmu i jego budowa moga mieé tutaj kluczowe znaczenie. Sciana komérkowa
stanowi naturalng barier¢ ochronng przed wnikaniem obcych substancji. Ozon wnika do
komorki bakteryjnej dopiero po jej uprzednim uszkodzeniu. W wyniku przenikania ozonu przez
Scian¢ komorkowg zachodzi reakcja, w wyniku ktérej uwalniajg si¢ biatka, powstaja nadtlenki
kwasow ttuszczowych i1 zmienia si¢ przepuszczalnos¢ sciany komorkowej. Do czasu catkowitej
penetracji Sciany zewngtrznej dostep ozonu do protoplazmy komorki 1 bezposrednia reakcja
utleniacza ze skladnikami wewnatrzkomorkowymi sa utrudnione. W rezultacie mozna
wnioskowa¢, ze $mier¢ komorki bakteryjnej jest uzalezniona od wyniku uszkodzenia jej
zewnetrznej warstwy [445]. Dodatkowo, jak zauwaza Dodd [446], skuteczno$¢ ozonowania
moze by¢ uzalezniona od rodzaju organizmu: bakterie oporne na antybiotyki majg przewage
W radzeniu sobie ze stresorami oksydacyjnymi, takimi jak ozon, w poréwnaniu z bakteriami,
ktore nie sg oporne na antybiotyki. Pomimo powszechnego stosowania ozonu jako s$rodka

dezynfekujacego (dziata na bakterie i inne organizmy) doktadny mechanizm jego dziatania nie
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zostal jeszcze ustalony. Wiemy, ze ozon ma znaczacy wplyw na metabolizm komoérkowy
poprzez utlenianie koenzymow NADH i NADPH, ktore odgrywaja wazng rolg¢ w réznorodnych
reakcjach syntezy i degradacji, takich jak oddychanie i synteza kwasoéw thuszczowych. Wptyw
ten zalezy m.in. od szczepu bakterii, poniewaz bakterie Gram-ujemne majg stabszg wrazliwo$¢
na ozon niz bakterie Gram-dodatnie. Jesli chodzi o dezynfekcje wirusowa, rozwaza si¢ atak
oksydacyjny na biatka ochronne pokryte ozonem; interakcje z kwasem
dezoksyrybonukleinowym lub kwasem rybonukleinowym rowniez moga by¢ waznym
czynnikiem do rozwazenia [447,448,449].

Przedstawione w pracy wyniki wskazuja, ze czas kontaktu $ciekdw z ozonem — 9 minut —
nie byl wystarczajacy do catkowitego wyeliminowania mikroorganizméow. Mozliwe jest, ze
w warunkach eksperymentalnych stg¢zenie gazu nie osiagngto poziomu wystarczajacego do
catkowitej eliminacji E. coli, zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez HeB3 i in. [450],
ktorzy sugeruja, ze odpornos¢ mikroorganizméw na inaktywacje przez 0zon moze zaleze¢ od
kilku czynnikéw [451]. Ozon w wodzie ulega samoistnemu rozpadowi, ktorego szybkosé¢
zalezy od pH. Wedlug danych literaturowych stabilno$¢ ozonu w wodzie maleje wraz ze
wzrostem pH [266] (im wyzsze pH, tym wigksze prawdopodobienstwo, ze ozonowanie bedzie
przebiega¢ z zaawansowanym procesem utleniania [AOP] ze wzgledu na wyzsze stgzenie
rodnikow HO). Ponadto brak catkowitego usuniecia mikroorganizmow ze $ciekoOw moze
wynikac z faktu, ze mikroorganizmy wystepowaty w skupiskach lub byly chronione przez inne
czastki obecne w $ciekach. Inaktywacja mikroorganizmow zwigzana z ozonowaniem moze by¢
rowniez uzalezniona od wilgotnosci wzglednej, czasu kontaktu, zmetnienia, obecnosci
substancji organicznych, szybkosci reakcji ozonu lub produktéw jego rozpadu ze zwigzkami
znajdujacymi si¢ w osadach Sciekowych, zapotrzebowania na ozon czy temperatury (wpltywa
na rozpuszczalnos¢, stabilno$¢ i reaktywnos¢ ozonu [262,263]. Wytwarzanie pigmentu
i biofilmu rowniez moze wptywaé na wrazliwos$¢ na ozon [452,453,454].

Na podstawie przeprowadzonych w pracy analiz stwierdzono, ze dawka 11mg/dm® O3 byta
skuteczna w eliminacji bakterii z grupy coli, natomiast dawka 13mg/dm?® O3 okazata si¢ by¢
dawka optymalng do redukcji bakterii psychrofilnych, mezofilnych, bakterii coli i E. coli na
poziomie redukcji wynoszacym 100%. Literatura wskazuje, ze ozon wykazuje dziatanie silnie
destrukcyjne wobec wszystkich mikroorganizméw, ktore moga potencjalnie wystgpowac
w $ciekach, w tym: czastek wirusow czy cyst/oocyst pierwotniakow. Jak zauwaza Bergel,
proces inaktywacji mikroorganizmow zachodzi gwattowanie juz przy stezeniach ozonu
wynoszacych okoto 13 mg/dm?, co pokrywa si¢ z zaprezentowanymi W pracy wynikami. Juz

przy stezeniach resztkowych (1 mg/dm? i nizszych) ozon inaktywuje mikroorganizmy odporne
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na chlorowanie, takie jak wirus polio typu 3 czy cysty pierwotniakéw Cryptosporidium
I Giardia [455,456]. Dawki ozonu dla $ciekdéw oczyszczonych biologicznie szacuje si¢
w przedziale od 15 do 30 mg Os/dm3, a czas kontaktu $ciekéw z ozonem wynosi okoto 15-20
minut [87]. Z badan wynika, ze dawki ozonu niezbedne do zapewnienia zalecanych wartosci
enterokokow i bakterii E. coli potrzebnych do inaktywacji 97-99% patogenéw wynosi
odpowiednio wiecej niz 5,5 mg/dm® O3 i nie mniej niz 4,7 mg/dm® O3 [457]. Inne badania
potwierdzaja, ze w przypadku $ciekdOw oczyszczonych dawka ozonu gazowego potrzebna do
inaktywacji 97-99% patogenéw wynosi okoto 5 mg/dm? [458]. Zaprezentowane w pracy
wyniki badan potwierdzaja dane literaturowe: juz dawka ozonu wynoszaca 6 mg/dm?® (kontakt
dezynfektanta ze $ciekami trwajacy 5 minut) spowodowatl redukcje mikroorganizmow
w przedziale od 96 do 99% w zaleznosci od rodzaju bakterii. Jak zauwazaja Quant 1 in.,
Zastosowanie ozonowania powoduje zmniejszenie catkowitej liczby i1 biomasy komorek
bakteryjnych. Po zastosowaniu dawki powyzej 7 mg/dm® O3 redukcja wyniosta ponad 70%.
Stwierdzono, ze ozon w dawce powyzej 7 mg/dm?® powoduje niszczenie zwtaszcza mniejszych
komorek. Ozonowanie skutecznie niszczy takze wiroplankton. Badania donosza o 99,9%
redukcji czgstek wirusowych [457].

Podobnie jak w przypadku dezynfekcji promieniowaniem UV, réwniez w badaniach nad
ozonem stwierdzono odbudowe mikroorganizmow 1 brak stabilnosci mikrobiologicznej prob.
Zjawisko ponownego wzrostu bakterii po dezynfekcji UV i ozonem w probach mozna
wytlumaczy¢ obecnoscig sktadnikow odzywcezych w oczyszczonych $ciekach. Literatura
wskazuje, ze dla wigkszosci mikroorganizmoéw okreslono ilosciowy procent eliminacji bakterii
jako bardzo wysoki (99,9% dla bakterii z grupy coli, Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa
i colifagi). Nizsze wartosci procentowe uzyskano dla mikroorganizméw opornych:
Clostridium, Staphylococcus aureus, nicieni czy grzybow chorobotworczych. Procent
eliminacji byt nieco wyzszy w przypadku ozonowania niz przy dzialaniu UV. Ozon okazat si¢
by¢ nieznacznie skuteczniejszy w eliminowaniu Salmonelli niz promieniowanie UV, ale
réznica byla minimalna. Poprawe¢ wydajnosci ozonu w porownaniu do dezynfekcji
promieniami UV mozna wytlumaczy¢ faktem, ze niszczy on komorke, podczas gdy
promieniowanie UV dziala zapobiegawczo, hamujac replikacje komorkowego materiatu
genetycznego. Ten sam mechanizm moze stanowi¢ wyjasnienie na etapie ponownego wzrostu
mikroorganizméw odpowiedzialnego za brak stabilnosci mikrobiologicznej $ciekow po
procesie dezynfekcji ozonem [183]. Nalezy tez zwroci¢ uwage na fakt, ze ozonowanie zwigksza
potencjat ponownego wzrostu drobnoustrojow poprzez wytwarzanie biodegradowalnej materii

organicznej (BOM). Poniewaz zmiany w BOM i zbiorowisku drobnoustrojéw zachodzace
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podczas procesu oczyszczania sg skomplikowane, dostgpnych jest niewiele informacji na temat
tego, jak ksztattuje si¢ potencjal ponownego wzrostu drobnoustrojow w wodzie
[459,312,460,269]. W literaturze mozna odnalez¢ liczne badania dotyczace stabilnosci
mikrobiologicznej wody. Brak natomiast badan dotyczacych jakosci mikrobiologicznej
sciekow po procesie dezynfekcji i ich stabilnosci. Istnieje Kilka czynnikow, ktore wptywaja na
ten stan rzeczy. Po pierwsze jest to priorytetyzacja badan: woda pitna to kluczowy zasob, a jej
jakos¢ bezposrednio wplywa na zdrowie ludzi, z tego wzgledu badania nad stabilnoscia
mikrobiologiczng wody sg czesto priorytetem; §cieki natomiast, cho¢ réwniez wazne, mogg by¢
postrzegane jako mniej bezposrednio zwigzane z ludzkim zdrowiem, co moze wpltyna¢ na
mniejsza liczbg badan w tej dziedzinie. Po drugie jest to ztozonos¢ sciekdw: sg bardziej ztozone
niz woda pitna — zawierajg roznorodne zanieczyszczenia, w tym bakterie, wirusy, substancje
organiczne i chemiczne; badania nad stabilnoscig mikrobiologiczng $ciekow wymagaja
uwzglednienia tych réznorodnych czynnikéw, co sprawia, ze s3 bardziej wymagajace. PO
trzecie sa to regulacje i standardy: woda pitna jest Scisle regulowana, a standardy jakosci sa
$cisle okreslone — badania nad stabilno$cig mikrobiologiczng wody sa czesto wymagane przez
rozne instytucje regulacyjne; w przypadku $ciekéw regulacje moga by¢ mniej restrykcyjne, co
moze wplynaé na mniejszg liczbg badan. Warto jednak zwroci¢ uwage na wspotczesne trendy:
obecnie coraz wigksza uwage przyktada sie do ochrony srodowiska i1 zréwnowazonego
zarzadzania zasobami, Co moze prowadzi¢ do wigkszego zainteresowania badaniami nad
Sciekami w przysztosci.

Dezynfekcja oczyszczonych $ciekdw za pomocg ozonu gazowego wigze si¢ z trudnoscia
w rozpuszczeniu go w $ciekach [458]. Przyczynia si¢ jednak do obnizenia takich parametrow
jak pH, ChZT, BZTs, catkowita zawiesina i fosfor ogdlny [256]. Dodatkowo znaczaco wplywa
na zmiang koloru. Wedtug literatury wyjatkiem jest stezenie azotu ogdlnego — w przypadku
ozonowania st¢zenie azotu ogoélnego w S$ciekach po dezynfekcji nieznacznie wzrasta.
W przeciwienstwie do chloru ozon rozktada si¢ szybko i1 catkowicie. Nie ma réwniez
szkodliwych pozostatosci. Co wigcej wytwarzany jest na miejscu, dzigki czemu pojawia si¢
mniej problemow zwiazanych z bezpieczenstwem zwigzanych z transportem i obstuga. Ponadto
ozonowanie $ciekow ma zalety takie jak: wzrost zawartoSci rozpuszczonego tlenu,
zmniejszenie zuzycia $rodkow chemicznych oraz zmniejszenie zmgtnienia. Ozonowanie jest
naturalnym, ekologicznym $rodkiem dezynfekcyjnym, na ktéry zadne mikroorganizmy nie
wykazujg odpornosci (ma krotki okres poltrwania i1 szybko przeksztatca si¢ w atomy tlenu)
[172,461]. Ozon jest w rzeczywistosci ponaddwukrotnie skuteczniejszy niz chlor, jesli chodzi

o eliminacje mikroorganizmoéw. Ponadto ma zdolno$¢ niszczenia zwiazkéw potencjalnie
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rakotworczych, takich jak wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), a takze
eliminowania przykrych zapachow i elementow refrakcyjnych [102]. W Polsce dezynfekcja
sciekow komunalnych ozonem nie jest popularna, gdyz jest zbyt droga. Wraz z postgpem
technologicznym moze si¢ to wkrétce zmienié, a wykorzystanie ozonu moze sta¢ si¢ bardziej

optacalne.
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4. Podsumowanie, wnioski i kierunki dalszych badan

4.1.Podsumowanie

Deficyt wodny jest jednym z najpowazniejszych problemow wspotczesnosci, dotykajagcym
coraz wigkszej liczby regionow na swiecie. Wzrost populacji, zmiany klimatyczne, urbanizacja
oraz intensywne rolnictwo przyczyniaja si¢ do kurczenia zasobéw wodnych, co skutkuje
niedoborami wody pitnej 1 uzytkowej. Racjonalne zarzadzanie zasobami wodnymi jest
kluczowe dla zréwnowazonego rozwoju. Obejmuje 0N0 zaréwno optymalizacj¢ zuzycia wody,
jak i ochrong jej zrodetl. Nalezy pamigtac, ze stodka woda, pochodzaca przede wszystkim z wod
powierzchniowych, jest intensywnie wykorzystywana gtéwnie do celow rolniczych, a wiele
rzek, jezior 1 zbiornikow wodnych na §wiecie znajduje si¢ w zlym stanie ekologicznym.
Zanieczyszczenia chemiczne, biologiczne i fizyczne, wynikajace z dziatalno$ci cztowieka,
Znaczaco pogarszaja jakos¢ wod powierzchniowych, wplywajac negatywnie na ekosystemy
wodne oraz zdrowie ludzi. Ponadto wody powierzchniowe czesto sg wykorzystywane jako
odbiorniki $ciekow oczyszczonych. | chociaz procesy oczyszczania $ciekoéw maja na celu
usunig¢cie zanieczyszczen, nie zawsze udaje si¢ wyeliminowaé wszystkie substancje szkodliwe.
To z kolei wptywa na jako$¢ mikrobiologiczng wod, co okazuje si¢ by¢ szczegdlnie
problematyczne podczas letnich upatéw, gdy wzrasta ryzyko rozwoju patogendw. Zly stan
mikrobiologiczny wod powoduje coroczne zamykanie kapielisk, zwlaszcza latem, podczas
wysokich temperatur. Jest to problem globalny, wynikajacy m.in. z niedostatecznego
oczyszczania $ciekow 1 ich wptywu na jakos¢ wod powierzchniowych.

Ponowne wykorzystanie wody, zwlaszcza w kontekscie recyklingu $ciekdw, staje si¢ coraz
popularniejsze jako strategia zarzadzania deficytem wodnym. Recykling Sciekow moze
obejmowac ich oczyszczanie i ponowne uzycie w rolnictwie, przemysle, a nawet do celéw
komunalnych. Badania pokazuja, ze biopreparaty maja duzy potencjal w poprawie jakosci
mikrobiologicznej wdd 1 $ciekdéw, rekultywacji wod powierzchniowych oraz w procesach
oczyszczania Sciekow. Natomiast 0zonowanie i dezynfekcja promieniowaniem UV sg juz dzi$
kluczowymi metodami wykorzystywanymi w procesach oczyszczania $ciekOw, majacymi na
celu poprawe jakosci wody oraz ochron¢ zdrowia publicznego i srodowiska. Kazda z nich ma
specyficzne zastosowania oraz unikalne wlasciwosci, ktore decyduja o ich wyborze
w zalezno$ci od warunkéw 1 potrzeb. Wybor migdzy nimi zalezy od kilku kluczowych
czynnikow, takich jak rodzaj zanieczyszczen, sktad $ciekdw, koszty i infrastruktura, a takze
lokalne regulacje i wymagania dotyczace jakosci wody. W niektorych przypadkach najbardziej

efektywnym rozwigzaniem moze si¢ okazal zastosowanie metod tgczonych, takich jak
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kombinacja ozonowania i promieniowania UV w potgczeniu z biopreparatami. Obecnie
taczenie ozonu z ultrafioletem jest stosowane w oczyszczalniach §ciekow m.in. w Mediolanie
we Wloszech oraz w Singapurze, gdzie zapewnia wielostopniowa ochrone¢ przed patogenami
I zanieczyszczeniami, umozliwiajgc bezpieczne ponowne wykorzystanie wody. Przyktadem
pomocniczego zastosowania technologii dezynfekcji sciekow moze by¢ oczyszczalnia $ciekow
Czajka w Warszawie. Po awarii, do ktorej doszto w 2022 roku, zastosowano ozonowanie jako
szybka i skuteczng metode poprawy jakosci §ciekow przed ich zrzutem do Wisty. Wybrano
ozonowanie ze wzgledu na jego wysoka skuteczno$¢ w eliminacji szerokiego spektrum
patogenow 1 zanieczyszczen organicznych oraz mozliwo$¢ szybkiego wdrozenia tego
rozwigzania w sytuacji Kryzysowej, jakg byl zrzut nieoczyszczonych $ciekow do Wisty.
W przysztosci rozwazane jest wdrozenie metod laczonych, aby zapewnié jeszcze wyzszy
poziom bezpieczenstwa mikrobiologicznego 1 skuteczno$ci oczyszczania.

Przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej badania pozwolity na
potwierdzenie tezy, ze mozliwa jest higienizacja $ciekodw bytowych pochodzacych z miejskich,
komunalnych oczyszczalni $ciekoOw. Proces higienizacji — rozumiany tutaj jako poprawa
jako$ci mikrobiologicznej $ciekoOw oczyszczonych, czyli redukcja liczebno$ci organizmow
wskaznikowych — jest jednak mozliwy tylko przy zachowaniu $cisle okreslonych warunkow.

W pierwszym etapie zrealizowanych badan, majagcym na celu okreslenie mozliwosci
wykorzystania biopreparatow w higienizacji S$ciekOw oczyszczonych stwierdzono, ze
zastosowane biopreparaty dodane bezposrednio do S$ciekow oczyszczonych wykazuja
wilasciwoscei stymulujace rozwdj bakterii z grupy coli. Dobor odpowiedniego biopreparatu
I zastosowanie wystarczajagco wysokiej dawki pozwolity jednak na zahamowanie rozwoju
bakterii E. coli w probach. Na uwagg zastuguje rowniez, udowodniony w toku badan, wptyw
podloza, na ktérym namnazaja si¢ mikroorganizmy pochodzace z biopreparatow, na
skuteczno$¢ w eliminacji bakterii — zastosowanie mikroorganizmow oddzielonych od podtoza
wplyneto na poprawe skutecznosci ich dziatania.

W drugim etapie badan potwierdzono wysoka skutecznos¢ usuwania bakterii coli ze
scieckow dzigki wykorzystaniu promieniowania UV. Zaobserwowano przy tym brak
dhugotrwale utrzymujacej si¢ stabilnoéci mikrobiologicznej i odtwarzanie si¢ mikroflory. Aby
zoptymalizowa¢ efekt przeprowadzonych dezynfekcji, nalezalo po pierwsze prawidlowo
dobra¢ dawke dezynfektanta, po drugie za$ inkubowaé proéby w niskiej temperaturze,
Z ograniczonym udziatem §wiatla. Uzyskane wyniki badan znajduja potwierdzenie w procesach
oczyszczania 1 dezynfekcji $ciekow przeprowadzanych w warunkach rzeczywistych.

W nizszych temperaturach woda ma tendencje do mniejszej aktywnos$ci biologicznej —
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mikroorganizmy sg mniej aktywne i moga by¢ wrazliwsze na promieniowanie UV, co zwigksza
skuteczno$¢ dezynfekcji. Ponadto zima jest mniej naturalnego $wiatta stonecznego, co oznacza,
ze woda w zbiornikach i $ciekach jest mniej podatna na promieniowanie UV. W takich
warunkach sztuczne promieniowanie UV stosowane w oczyszczalniach $ciekow jest bardziej
efektywne, poniewaz nie konkuruje z naturalnym swiattem UV, ktére moze obnizaé jego
skuteczno$¢ przez fotoreaktywacje uszkodzonych mikroorganizméw. W toku badan
udowodniono takze, ze poprawa jakosci mikrobiologicznej $ciekéw po dezynfekcji UV jest
mozliwa. Aplikacja mikroorganizmoéow wyizolowanych z biopreparatu bogatego w bakterie
kwasu mlekowego pozwolita na utrzymanie efektu dezynfekcji i brak odtworzenia bakterii coli
nawet do 7 dni trwania eksperymentu (dla niskich temperatur).

W trzecim etapie przeprowadzonych badan potwierdzono wysoka skuteczno$¢ ozonowania
w dezynfekcji S$ciekdw oczyszczonych. Podobnie jak w przypadku promieniowania
ultrafioletowego, stwierdzono niestabilno$¢ mikrobiologiczng $ciekow. Wplyw na
rekonstrukcje mikroorganizmow miata zar6wno dawka dezynfektanta, jak i temperatura —
w przypadku bakterii z grupy coli i E. coli temperatura 4°C spowodowala zahamowanie
rozwoju bakterii w probach i1 utrzymanie tego efektu nawet do 7 dnia trwania eksperymentu.
Podczas oceny jakosci mikrobiologicznej prob stwierdzono jednak, ze dodanie biopreparatu do
ozonowanych $ciekow miato znikomy wplyw na proby umieszczone w temperaturze 4°C,
przyspieszyto natomiast odbudowe mikroorganizméw w wyzszych temperaturach. Nalezy
pamietac, ze skuteczno$¢ ozonowania rOwniez moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od pory roku.
Ozon jest bardziej stabilny w nizszych temperaturach, co oznacza, ze jego rozpad przebiega
wolniej. W zimie, gdy temperatura wody 1 otoczenia jest nizsza, ozon pozostaje aktywny przez
dhuzszy czas, co zwigksza jego efektywnos¢ dezynfekcyjna.

Otrzymane wyniki oraz sformutowane wnioski pozwalaja rowniez na potwierdzenie tez

dodatkowych, w mysl ktorych:

e mozliwe jest ztagodzenie negatywnego wpltywu odprowadzanych S$ciekow
oczyszczonych na jako§¢ wod odbiornika;

e mozliwe jest wydtluzenie czasu skutecznos$ci dziatania zastosowanych procesow
dezynfekcji/higienizacji poprzez wykorzystanie w tym celu odpowiednio
wyselekcjonowanych i przygotowanych biopreparatow;

e mozliwy jest wzrost potencjalu ponownego wykorzystania $ciekdw poprzez

zastosowanie klasycznych metod dezynfekcji $ciekow, takich jak ozonowanie
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i promieniowanie ultrafioletowe, metod biologicznych — biopreparatow, oraz metod

stanowigcych potaczenie dwoch powyzszych;

e mozliwe jest wykorzystanie szybkich metod oznaczania mikroorganizmow

(luminometria i cytometria przeptywowa) w celu ustalenia dawki stosowanego
dezynfektanta, co ma kluczowe znaczenie w szybkim reagowaniu na zmieniajace
si¢ parametry jakosci $ciekow oczyszczonych i przektada si¢ na zwigkszenie

bezpieczenstwa sanitarnego wod odbiornika.

4.2 Whnioski

Realizacja niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolita na sformutowanie wnioskéw, ktore ze

wzgledu na charakter i strukture pracy podzielono na trzy grupy tematyczne:

1. Whnioski dot. wykorzystania biopreparatOw w higienizacii §ciekOw oczyszczonych:

1.1

1.2.

1.3.

1.4.
1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

Stwierdzono stymulujace dziatanie zastosowanych biopreparatow na wzrost liczebnos$ci
bakterii z grupy coli oznaczanych metodami hodowlanymi.

W prébach z zastosowaniem biopreparatu Bio-Trakt Plus zaobserwowano, ze dawka 10
cm3/dm? jest w stanie zahamowaé rozwdj bakterii E. coli.

Nie zaobserwowano rdznicy w skutecznosci dziatania zastosowanego biopreparatu
z dodatkowym natlenianiem i bez.

Nie zaobserwowano wptywu formy biopreparatu na jego skutecznos¢.

Stwierdzono réznice w skutecznos$ci biopreparatow w zaleznosci od rodzaju podtoza, na
ktérym namnazane sg mikroorganizmy w biopreparatach.

Zauwazono, ze zastosowanie mikroorganizmow oddzielonych od podtoza moze wplynac¢
na lepsze dzialanie higienizacyjne.

Biopreparaty EM Probiotyk, EM White Refresh i ACS ODO_1 mialy korzystny wplyw
na zaprzestanie rozmnazania paciorkowcow katowych.

Analizy PCR potwierdzity obecno$¢ bakterii coli w sktadzie czterech z pigciu
przebadanych prob (Sciekow oczyszczonych z dodatkiem biopreparatow). Biopreparat
A6 wplynat na eliminacje bakterii coli w analizowanych probach.

Odnotowano negatywny wplyw biopreparatéw na barwe i metnos¢ prob. Biopreparaty

nie wplywatly jednak na stezenie zawiesiny ani na zmian¢ odczynu pH.
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2. Whnioski dot. wykorzystania promieniowania ultrafioletowego w dezynfekcji Sciekow

3.

oczyszczonych:

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.
2.6.

2.7.

Potwierdzono wysokg skuteczno$¢ usuwania bakterii coli ze $ciekow za pomocag
promieniowania UV w zakresie badanych predkosci przeptywu.

Scieki oczyszczone po dezynfekcji promieniowaniem UV charakteryzowaty sie brakiem
stabilnosci mikrobiologicznej. Rekonstrukcja bakteryjna nastgpowata w czasie od 24 do
48 godzin od momentu dezynfekcji promieniami UV efekt ten w warunkach hodowli
statej utrzymywat si¢ przewaznie do 72 godzin.

Zastosowane w badaniach biopreparaty majg dziatanie stymulujace rozwoj lub
odbudowg bakterii coli w $ciekach oczyszczonych po dezynfekcji promieniami UV.
Higienizacyjny wptyw zaobserwowano tylko w przypadku zastosowania biopreparatu
Z bakteriami kwasu mlekowego. Aby uzyska¢ efekt higienizacji, nalezy oddzieli¢
mikroorganizmy od podloza, na ktoérym nastgpuje ich namnazanie.

Bakterie z biopreparatu Em Bio spowodowaty utrzymanie efektu dezynfekcji
promieniowania UV. W temperaturze 4°C nie obserwowano odbudowy bakterii coli
przez okres 7 dni.

Swiatto powodowato szybsza i intensywniejsza reaktywacje komérek bakteryjnych.
Temperatura ma istotny wptyw na szybkos$¢ rekonstrukcji bakteryjnej — najmniejszy
wzrost bakterii nastgpil w probkach umieszczonych w lodéwce w temperaturze 4°C.
Szybkie techniki mikrobiologiczne (ATP i FCM) umozliwiaja uzyskanie informacji
0 jakos$ci mikrobiologicznej oczyszczonych Sciekéw. Zastosowanie tej oceny pozwoli na

regulacj¢ dawki promieniowania w zaleznosci od jakosci dezynfekowanych $ciekow.

Whioski dot. wykorzystania ozonowania w dezynfekeii $ciekdw oczyszczonych:

3.1

3.2.

3.3.

Potwierdzono skuteczno$¢ ozonu w procesach dezynfekcji oczyszczonych Sciekow.
W miar¢ wydluzania si¢ czasu kontaktu z ozonem stwierdzono mniejsza liczebno$¢
bakterii mezofilnych, psychrofilnych oraz bakterii z grupy coli i E. coli.

Zastosowanie 9-minutowego czasu kontaktu ozonu ,z generatorem 7 g/h” nie
spowodowato catkowitej eliminacji mikroorganizmow z oczyszczonych S$ciekow.
Optymalny okazat si¢ dopiero czas kontaktu wynoszacy 11 minut.

Stwierdzono niestabilno$¢ mikrobiologiczng $ciekéw po procesie biologicznego

oczyszczania. Zaobserwowano wplyw temperatury na odbudowe mikroorganizmow.
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3.4.

3.5.

3.6.

4.3.

Wyzsze temperatury inkubacji probek powodowaty szybsza rekonstrukcje bakterii.
W przypadku bakterii z grupy coli i E. coli temperatura 4°C spowodowata zahamowanie
rozwoju bakterii w probach i utrzymanie tego efektu nawet do 7 dnia trwania
eksperymentu.

Potwierdzono, ze szybkie techniki oznaczania mikrobiologicznego (ATP, FCM)
umozliwiaja regulacj¢ dawki ozonu w zaleznosci od jakos$ci dezynfekowanych $ciekdw.
Zastosowanie biopreparatu w probach $ciekéw po ozonowaniu skutkowalo wzrostem
liczebnosci bakterii coli.

Obserwowano wplyw czasu ozonowania na barwe sciekow. Im dtuzszy czas, tym nizsza

barwa okreslona w Pt mg/1.

Kierunki dalszych badan

Realizacja rozprawy doktorskiej oraz osiggni¢cie wyznaczonych celéw pracy pozwolity na

okreslenie kierunkow dalszych badan naukowych w podjetej tematyce:

1.

Dhugoterminowa ocena wplywu biopreparatow na ekosystemy wodne oraz opracowanie
nowych, bardziej zaawansowanych biopreparatow przeznaczonych do higienizacji
sciekow czy rekultywacji wod,

Badanie mozliwosci integracji biopreparatdéw z innymi technologiami oczyszczania
I dezynfekowania $ciekow w celu stworzenia bardziej kompleksowych i efektywnych
systemow zarzadzania jako$cig wod;

Optymalizacja technologii proceséw trzeciego i czwartego stopnia oczyszczania
$ciekow wynikajacych z nowelizacji dyrektywy o oczyszczaniu $ciekéw komunalnych,
m.in. poprzez opracowanie optymalnych warunkéw pozwalajacych na wydluzenie
czasu stabilnosci mikrobiologicznej Sciekow w celu ich bezpiecznego Ssanitarnie,
ponownego wykorzystania np. do nawadniania;

Doskonalenie metod oznaczania bakterii coli metodami hodowlanymi, tak aby stezenie
laktozy w probie nie bylo czynnikiem przeszkadzajacym;

Opracowanie metodologii oznaczania obecnosci bakterii  coli i/lub innych
mikroorganizméw z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej (Specyficzne
bramkowanie wskazanych populacji bakteryjnych, w celu zastapienia tradycyjnych

metod opartych na czasochtonnych i nieprecyzyjnych technikach hodowlanych);
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6. Rozpowszechnianie metodologii wykorzystania szybkich technik takich jak
luminometria ATP czy cytometria przeplywowa FCM w celu szybkiego okreslenia
optymalnej dawki dezynfektanta niezbednej dla prawidtowego przebiegu proceséw

dezynfekcji.
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8. Zalaczniki

Zalacznik 1. Liczba $ciekow komunalnych wytwarzanych w wybranych latach pomigdzy 2000-2022 r. wraz z metodami ich oczyszczania. [zrédto: opracowanie

wlasne na podstawie].

Scieki komunalne 2000 2005 2010 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
odprowadzane siecia 3

kanalizacyjna [hm?]

Scieki komunalne wymagajace | ) 49, 1274 1298 1258 1290 1317 1330 1343 1344 1367 1364,2
0CzySzCzanla

Scieki oczyszezane, w tym: 1243 1140 1242 1254 1289 1316 1329 1337 1334 1356 1360,4
— mechanicznie 84,8 49,9 1,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,4 0,3

— biologicznie 7058 | 367,2 228,2 189,9 197,2 207,6 2005 | 202,0 | 2103 | 2198 209,1

— z podwyzZszonym usuwaniem| o 723 1013 1064 | 1091 1108 1128 | 1134 1123 1136 1150,9
biogenow

Scieki nieoczyszczone 250,5 133,6 55,4 41 1,2 1 1,6 6,7 10,4 11,2 3,9
Zalacznik 2. Parametry SciekOw oczyszczonych w Tarnobrzegu

oznaczenie IMIes14ee

[mg/1] | I 1 Y] Vi VI Vil VI IX X Xl XII
Azot 4,66+0,

Kieldahla |75 2,5240,40 | 1,49+0,5 |1,29+0,20 |3,63+0,58 |2,85+0,6 |3,21+0,51 |2,47+0,36 |2,92+0,47 |3,25+0,52 |3,88+0,62 |4,27+0,68
) 6,830, | 1501183 (108416 [123218 |2PF  |104ax16 115417 %775 1084162 | 11,041,65 |8.78+1.32 | 10,6+1,59
azotanowy |03 1,41 1,01

azot 0,010, 0,04 + 0,08 + 0,02 + 0,09 + 0,11+ 0,15+

azotynowy | 01 <0,01 001 001 001 002 002 003 0,01£0,01 | 0,01£0,01 [0,01£0,01 |0,010,01

) 11,540, [14,7 + 939 + 13,7

azot ogblny | 7 163 123424 13,618 | 13,1415 | 13317 | 148+ 18 | "0 41,69 14,3+1,73 [ 12,7+1,46 | 14,9+1,73
e 0.120.0 | g4 <0,1 <01 <0,1 038+ 10,12+ 44 0,120,01 |0,10£0,01 |0,140,01 |0,1+0,01
amonowy 1 0,06 0,02

fosfor 0,64+0, | 1,83 % 0,75 + 1,59 + 0,42 + 0,76 +

ogdlny 10 031 0.130.1 | 19 030 10402 | o 003 1,15+0,19 |0,26+0,04 | 1,97+0,33 | 1,95+0,33




ChzT 12,016, 273’2 = 39,5+£8,3 |254+4,3 |33,7+5,8 |47,710 ?j’é * 43,1+7,3 |31,0+£5,27 |30,5£5,19 |28,0+4,76 |39,5+6,71
BZT5 3,3+0,5 |4,29+0,64 |3,9+0,6 |48+0,9 |56+1,0 [39+0,6 |56+0,8 |2,7=04 |2,1+0,3 3,240,5 2,240,3 3,6+0,5
iZ?fﬁZ'”y 4,5+0,8 |58+1,0 [3.8+0,7 |88+15 |25£21 5109 [34+£0,6 (3708 |2,1£04 [2,0£0,3 |2,9+0,5 |4,6+0.8
Zalacznik 3. Parametry $ciekow oczyszczonych w Rzeszowie
oznaczenie miesigce
[mg/1] | | Il v V VI Vil VI IX X Xl Xl
azot azotynowy 0,050 0,020 0,014 0,013 0,014 0,026
azot ogblny 8,2 7,8 7,2 9,4 6,8 6,1 6,5 8,1 7,0 6,5 6,3 7,3
azot amonowy 0,29 0,35 0,26 0,32 0,10 0,28 0,00 3,61 0,00 0,00 0,19 0,09
fosfor ogolny 0,71 0,66 0,71 0,85 0,46 0,49 0,50 1,28 0,40 0,36 0,49 0,54
ChzT 44.0 43,1 44,7 46,9 37,9 41,0 39,7 47,6 40,0 41,1 45,6 43,9
BZT5 6,4 7,6 7,8 10,1 44 5,6 4.8 4,7 3,3 3,6 4,0 4.9
AL AL 137 | 171 | 181 17,17 8,8 83 82 | 86 7,0 5,8 11,1 13,1
ogolne
Zalacznik. 4. Liczebno$¢ bakterii coli w zaleznosci od dawki biopreparatu, usrednione wyniki z badan realizowanych w kolejnych seriach (1-3)
Zastosowana metoda i Coli . | E.coli
0zhaczania [jtk/100cm?3]
Seria l
Scieki oczyszczone 4,5x10° 1,3 x10*
Dawka 1cm? Biopreparatu Bio-Trakt Plus 2 x10* 6
Dawka 5cm? Biopreparatu Bio-Trakt Plus 2,9 x10° 5
metoda filtracji membranowej Dawka 10cm?® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1x10° 2
Dawka 1cm?® Biopreparatu ACS ODO 1 1,98x10* 1,3 x10t
Dawka 5cm? Biopreparatu ACS ODO 1 2,71 x10° 5
Dawka 10cm?® Biopreparatu ACS ODO 1 9,5 x10? 0

Seria 2
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Scieki oczyszczone 2,1 x10° 2,5 x10!

Scieki oczyszczone 3 x10° 0

Dawka 1cm? Biopreparatu Bio-Trakt Plus 3,6 x10* 1,6 x10t

Dawka 1cm?® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1,9 x10* 2

Dawka 5 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1x10° 2 x10!

Dawka 5 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 2,3 x10° 2

e . Dawka 10 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1,75 x10° 0

metoda filtracji membranowej - -

Dawka 10 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1,55 x10° 0

Dawka 1 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 2,9 x10* 1,8 x10*

Dawka 1 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1,75 x10* 9

Dawka 5 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1x10° 1,5 x10!

Dawka 5 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1,9 x10° 5

Dawka 10 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 2,25 x10° 0

Dawka 10 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1,72 x10° 1

Seria 3

Scieki oczyszczone 1x10° 5

Scieki oczyszczone 2 x10? 2

Dawka 1 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1,6 x10* 3

Dawka 1 cm®Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1 x10* 0

Dawka 5 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 5 x10° 0

Dawka 5 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 2,1 x10° 0

. . Dawka 10 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 3,1 x10? 0

metoda posiewu glebinowego 5 -

Dawka 10 cm® Biopreparatu Bio-Trakt Plus 1 x10? 0

Dawka 1 cm?® Biopreparatu ACS ODO 1 1,55 x10* 5

Dawka 1 cm®Biopreparatu ACS ODO 1 1,2 x10* 3

Dawka 5 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 2,5 x10° 2

Dawka 5 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1,9 x10? 1

Dawka 10 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1,4 x10° 0

Dawka 10 cm® Biopreparatu ACS ODO 1 1,4 x10? 0
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Zalacznik 5. Zmiany warto$ci RLU w czasie 7 dni badania wptywu dawki biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli

i Oh 24h 48h 72h 7dni
Scieki oczyszczone 2312 020 3 380 456 4 322 562 8 902 533 13 053 024
1cm?® 13087 020 51 786 380 45 555 148 53 581 740 41791 332
5cm?® 15 033 288 37 668 544 53 346 124 57 987 684 145 714 720
10cm?® 14 575 543 44 085 720 38 391 764 45178 800 120 374 411
Zalacznik 6. Zmiany wartosci RLU w badaniu wplywu dawki biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli po 48h
seria 1 seria 2 seria 3
Oh 48h Oh 48h Oh 48h
Scieki oczyszczone 498 400 30 063 064 7 575 256 4294 723 2312 020 4 322 562
1cm? 1135 325 49 738 352 1960 276 9226 948 13087 020 45 555 148
5cm? 2 124 583 42134 018 3677 444 11 270 160 15 033 288 53 346 124
10 cm?3 7 659 674 44 737 692 8034 515 13166 415 14 575 543 38 391 764
Zalacznik 7. Analiza FCM dla préb z zastosowaniem biopreparatu Bio-Trakt Plus w dawkach 1, 51 10 cm3 oraz w probie kontrolnej
FCM
Reg.1
[HNA] Reg.2 [LNA]
1 seria Scieki oczyszczone 9413 41 936
lcm? 434 064 133582
5cmd 267 361 93614
10 cm® 509 183 79 390
2 seria Scieki oczyszczone 60 857 25012
1cmd 978 428 258 426
5cmd 902 969 325 022
10 cm® 993 063 335 187
3 seria Scieki oczyszczone 14580 35990
1cmd 340 987 41 334
5cmd 515 664 95 555
10 cm® 809 127 113991
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Zalacznik 8. Liczba bakterii coli w probie kontrolnej i w prébach z biopreparatami

Préba kontrola Biopreparat SCD2 Biopreparat ACS AQUA | Biopreparat Em Biopreparat
FARMA QUANTUM
coli E.coli coli E.coli coli E.coli coli E.coli coli E.coli
[jtk/100cm?]
Oh 6,6x10° 1x10? 6,6x10° 1x10? 6,6x10° 1x102 6,6x102 1x102 6,6x102 | 1x10?
24h 5,8x102 7,6x10! 8,1x10* 1,6x10° 3,3x10* 6x10? 7,9x10* 1x10! 1,8x10% | 8x10*
48h 2,6x10° 3,1x10* 9,6x10* 8x10? 2,5x10* 3,3x10* 6,2x10* 8 24x10% |0
78h 3x10? 3 2x10* 1x10! 3,7x10° 5 1,4x10° 1 0 0
7dni 5x10* 0 1x10° 0 1,1x10° 0 4,0x10° 0 2,5x10 | 0
Zalacznik 9. Zmiany warto$ci RLU w badaniu wplywu czasu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych
Scieki oczyszczone Biopreparat SCD2 Biopreparat ACS AQUA | Biopreparat Em FARMA Biopreparat QUANTUM

Oh 1 496 984 1758 397 1752923 1760 653 1678 010
24h 1763611 17 810 700 6 479 922 7 630 367 7 877 504
48h 3172705 27 529 632 27 295 522 17 663 196 6417 388
72h 2 156 962 78 242 600 46 457 424 31 304 386 6 866 907
7dni 7 466 772 64 897 560 44 593 968 143 525 840 4951 199

Zalacznik 10. Wpltyw dodatkowego natleniania na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekéw oczyszczonych

Scieki oczyszczone Biopreparat ACS_ODOL z dodatkowym Biopreparat ACS_ODOL1 z ograniczonym
natlenianiem dostepem tlenu
[jtk/100cm?®]
Seria 1 1,1 x 10 1,4 x 10° 1,3 x 10°
Seria 2 3,0x10! 3,0x10° 9,2 x10%
Seria 3 1,3x 108 2,4 x 10 1,1x 108
Seria 4 3,5 x 101 1,3 x 10* 1,4 x 10*
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Zalacznik 11. Zmiany warto$ci RLU w prdobach z zastosowaniem biopreparatow: ACS ODO_1, ACS ODO _1 z dodatkowym natlenianiem oraz w probie

kontrolnej
Préba kontrolna ACS ODO_1 ACS ODO _1 z dodatkowym natlenianiem
Oh 5098 667 5098 667 5098 667
24h 1862 252 88 160 586 48 149 692
48h 3258 720 77 705 944 35 569 852
72h 3125 896 65 236 522 16 754 173
7dni 3985 258 60 458 221 18120 125

Zalacznik 12. Analiza FCM. Wplyw tlenu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze Sciekdw oczyszczonych

ODO 1 z ograniczonym dostepem tlenu

ODOQO _1 z dodatkowym natlenianiem

Reg. 1 Reg.2 Reg. 1 Reg.2
Oh 48 934 48 647 23521 20 003
24h 31 566 23903 18 235 17 012
48h 9817 7472 8 982 9102
72h 11 525 18 584 10 784 11 014
7dni 11971 12 857 9987 8 021

Zalacznik 13. Liczebnos¢ bakterii coli z probach z biopreparatem aplikowanym w formie zliofilizowanej i ptynnej

Rodzaj proby Liczba bakterii coli jtk/100cm?
Oh Scieki oczyszczone 8,6 x 102
Scieki oczyszczone 1,8 x 10?
24h Biopreparat FreeFlow w formie zliofilizowanej 3,1 x 102
Biopreparat FreeFlow w formie ptynnej 3,3 x 102
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Zalacznik 14. Zmiany wartosci RLU w badaniu wptywu formy aplikacji biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze §ciekow oczyszczonych

Seria 1 Seria 2
ATP ogoélne ATP ATP ogo6lne ATP
zewnatrzkomorkowe zewnatrzkomorkowe
Scieki oczyszczone 1520 464 40 154 2740996 84 457
Scieki oczyszczone z Biopreparatem w formie ptynnej 18 203 998 91 258 39 166 720 107 111
Scieki oczyszczone z Biopreparatem w formie zliofilizowanej 48 025 326 101 004 86 099 648 119 173

Zalacznik 15. Analiza FCM. Wplyw formy aplikacji biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z gru

y coli ze $ciekdw oczyszczonych

proba seria Reg.1 Reg.1 [%] | Reg.2. Reg.2. [%] | Reg.3. Reg.3. [%]
Scieki oczyszczone seria 1 11768 5 55 565 27 122 102 60
seria 2 11755 5 76 161 37 75183 37
Scieki oczyszczone z Biopreparatem FreeFlow (w formie seria 1 75714 12 151 335 24 369 353 58
zliofilizowanej) seria2 | 66 861 10 129 154 19 407 971 62
Scieki oczyszczone z Biopreparatem FreeFlow (w formie ptynnej) | seria 1 17 466 5 207 285 62 97 270 29
seria 2 23435 7 229 007 68 46 696 13

Zalacznik 16. Liczebnoé¢ bakterii coli i E. coli w prébach po 24h, po rozréznieniu na podtoze biopreparatu; serie 1-3

Proba Scieki oczyszczone Biopreparat EM Biopreparat EM Biopreparat A6 Biopreparat Bio- Biopreparat QUANTUM
Probiotyk White Refresh Trakt Plus
podtoze - Melasa z trzciny Koncentrat Melasa z trzciny Wyciagi ziotowe Kwas humusowy/ humus
cukrowej OWOCOWY | cukrowej (1) torfowy
ekstrakt z otrab
ryzowych
Seria coli E.coli coli E.coli coli E.coli coli E.coli coli E.coli coli E.coli
jtk/100cm?]
i 3 1 4 2 2
Seria 1 Ex10t 6 5.6x 102 | 7x10" 5x 102 | 3 x 10t 1,1x10 4x10 1,6 x 10 2,6 x10° | 1x10 8
i 3 4 1 2 1
Seria 2 %10t 9 25x10° | 4x10" 2.8x10% | 1 x 10t 3x10 8 1x10 1,1x10 | 1,6 x 10 2x10
. 3 1 4 1
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Zalacznik 17. Zmiany wartosci RLU w badaniu wptywu podtoza zastosowanego biopreparatu ma wplyw na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze

$ciekdw oczyszczonych
Scieki Biopreparat EM Biopreparat EM Bionrenarat A6 Biopreparat Bio-Trakt Biopreparat
oczyszczone Probiotyk White Refresh prep Plus QUANTUM vsc
podtoze - Melasa z trzciny Koncentrat Melasa z trzciny cukrowej | Wyciagi ziotowe Kwas humusowy/
cukrowej owocowy i ekstrakt | (11) humus torfowy
z otrab ryzowych
Oh 1 496 984 3281585 3582031 73 307 544 15 033 288 1678 010
24h 1763611 17 565 192 16 818 668 67 671 808 37 668 544 7 877 504
48h 3172705 35 330 300 35070 228 99125114 53 346 124 6 817 388
72h 2 156 962 43 940 852 32 586 992 55 212 203 57 987 684 6 466 907
7dni 7 466 772 18 077 076 13204 320 50 125 987 227 844 448 4951 199
Zalacznik 18. Analiza FCM. Wplyw podloza zastosowanego biopreparatu na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze §ciekow oczyszczonych
(L Biopreparat EM Biopreparat EM White . Biopreparat Bio-Trakt | Biopreparat
Scieki oczyszezone | by obintyk Refresh SIEE AL Plus QUANTUM vsc
- Melasa z trzciny Koncentrat owocowy i | Melasa z trzciny Wyciagi ziotowe Kwas humusowy/
cukrowej ekstrakt z otrab cukrowej (1) humus torfowy
ryzowych
HNA LNA HNA LNA HNA LNA HNA LNA HNA LNA HNA LNA
Oh 17 738 - 39 383 51276 28 467 - 68 523 32125 9413 41 936 21 036 -
24h |18 386 - 35 285 45 568 29 752 28 409 78 998 35120 267 361 93614 22 001 -
48h |18652 - 7241 6 107 8 466 - 75 962 21010 902 969 - 21 850 9702
72h 10660 10 739 9016 14773 14 835 11 407 42 012 18 555 515 664 95 555 17 223 3200
7dni | 6 055 13 477 7263 12 328 12 053 16 569 21 547 9247 73211 11 325 9183 1204
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Zalacznik 19. Liczebno$¢ bakterii coli i E. coli w $ciekach oczyszczonych, wzbogaconych biopreparatem A7 z podlozem oraz z wyizolowanym podtozem, w
zalezno$ci od temp. 4, 151 28°C;

4°C 15°C 28°C
proba Coli | Ecoli Coli | E.coli Coli | E.coli
[jtk/100cm?]
Oh Scieki oczyszczone 1,4 x 108 1,5x 10! 1,4x10° 1,5x 10! 1,4x10% | 1,5x10*
Scieki oczyszczone 4 x 10! 0 6 x 10! 0 1x 102 6 x 10!
o Scieki Oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 4 x 10? 5 3,4x10° 1,1 x 10* 6x10* | 1,6x10!
Sc_lekl Oczy_szczon_e z Biopreparatem (z wyizolowanymi 0 0 2 % 102 0 3.6 x 10° 0
mikroorganizmami)
Scieki oczyszczone 5,5 x 10t 2 x 10t 7,6 x 10t 0 8,2 x 101 2 x10!
48h Scieki Oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 45 x 10! 5 6 x 10* 4 x 102 48x10* | 2x10°
Sc_lekl Oczy_szczon_e z Biopreparatem (z wyizolowanymi 1 x 102 1 x 10t 1 x 10° 15x 10! 0 2.8 x 10"
mikroorganizmami)
Scieki oczyszczone 4,5 x 10t 0 3,4 x 10¢ 5 5,7x10* | Ojtk/cm®
72 $c%ek% Oczyszczone z B@opreparatem (z pocﬂoZem) . 1,81 x 102 5 4,20 x 10? 1x 102 2,68 x10* | 1,2x10?
Sc_lekl Oczy_szczon_e z Biopreparatem (z wyizolowanymi 4,5 x 10" 0 1.34 X 10 6 206x10? | 1.1x 10!
mikroorganizmami)
Scieki oczyszczone 5x 10! 0 2,8 x 10t 0 1,1 x 10! 0
2dni S:.ciek% Oczyszczone z B%opreparatem (z pO(ﬂoZem) . 4,6 x 103 0 2,3x10* 5x 10* 2,8x10* | 6,5x10*
Sc_lekl Oczy_szczon_e z Biopreparatem (z wyizolowanymi 2 % 102 2 1.46 X 10 5 3,74 x 107 4
mikroorganizmami)

Zalacznik 20. Zmiany warto$ci RLU w badaniu wptywu podtoza, na ktorym namnazaja si¢ mikroorganizmy z biopreparatu A7, ma wptyw na skuteczno$¢

usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekdw oczyszczonych dla temp. 4,15 1 28°C

proba ATP ogolne ATP
zewnatrzkomorkowe
4°C
Oh Scieki oczyszczone 1129169 43 786
$cieki oczyszczone 1117 008 41796
24h Scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 1252 303 80572
scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1363575 99 501
48h Scieki oczyszczone 730 475 55 942
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scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 1966 188 120 560
scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1717 055 51 209
scieki oczyszczone 789 834 25560
72h $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z podlozem) 2300772 106 579
scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1068 021 58 153
Scieki 0czyszczone 358 284 55479
7dni $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 15 542 602 184 010
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1294 487 59 088
15°C
Oh Scieki oczyszczone 1129169 43 786
Scieki oczyszczone 864 462 812 826
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 13414431 243 929
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 2 100 896 112 059
$cieki oczyszczone 663 104 43992
48h Scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 49 634 860 153723
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 2211423 118 144
$Scieki oczyszczone 548 959 24 489
72h Scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 40 842 012 81013
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1274 830 70708
Scieki oczyszczone 645 104 64 230
7dni scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 79 372 984 4992 246
Scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1485 851 96 717
28°C
Oh Scieki oczyszczone 1129169 43 786
Scieki oczyszczone 753763 50 037
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 51 405 400 149 289
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 2 311 587 62 338
scieki oczyszczone 379 362 32 065
il Scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 70 675 320 6 674 489

191




$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 1877 343 40 046
$cieki oczyszczone 859 945 16 944
72h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 113 339 880 3449 802
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 2 646 956 79 203
$scieki oczyszczone 438 781 30999
7dni $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z podlozem) 29 532 086 751173
$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi mikroorganizmami) 3878 877 95 044

Zalacznik 21. Analiza FCM. Wpltyw podloza, na ktorym namnazajg si¢ mikroorganizmy, na skuteczno$¢ usuwania bakterii z grupy coli ze $ciekow oczyszczonych;

inkubacja prob w temp. 4, 15 i 28°C;

proba | 1Reg. | 1Reg. [%] | 2 Reg. | 2Reg. [%] | 3Reg. | 3Reg. [%]
4°C

Oh scieki oczyszczone 219 823 40 168 793 31
24h scieki oczyszczone 126 402 30 144 048 34
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 126 150 46 50 066 18
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 146 967 46 125 676 39

mikroorganizmami)
48h scieki oczyszczone 66 106 28 90 685 39
48h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 139934 45 55779 18
48h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 43 503 26 58 349 34

mikroorganizmami)
72h scieki oczyszczone 70 808 29 105 357 43
72h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podlozem) 187 124 48 88 687 22
72h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 73 661 28 86 189 33

mikroorganizmami)
7dni Scieki oczyszczone 59 394 33 103 091 58 13724 8
7dni scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podlozem) 137 563 31 155 445 35 149 480 34
7dni $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 77 444 37 109 542 52 22913 11

mikroorganizmami)

15°C

Oh Scieki oczyszczone 219 823 40 168 793 31
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24h scieki oczyszczone 84 083 33 96 026 38
24h $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 173 390 42 79 863 19
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 58 466 31 64 853 34
mikroorganizmami)
48h scieki oczyszczone 48 683 24 73547 36 10 818 5
48h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 85 788 20 158 780 38 105 589 25
48h $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 51499 22 88 115 37 13757 5
mikroorganizmami)
72h $cieki oczyszczone 58235 22 93310 36 26 538 10
72h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 93 348 16 230 393 40 171977 30
72h $cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 55 757 24 87 995 33 25820 9
mikroorganizmami)
7dni $cieki oczyszczone 56 873 39 70 687 49 16 295 10
7dni scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 121 812 62 52 277 3 22 193 1
7dni scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 57 168 30 90 450 5 44908 2
mikroorganizmami)
28°C
Oh scieki oczyszczone 219 823 40 168 793 31
24h scieki oczyszczone 220 683 60 150 112 40
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 67 840 18 103 981 28
24h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 53 036 25 68 602 33
mikroorganizmami)
48h Scieki oczyszczone 37819 21 60 730 33 21 320 11
48h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem) 154 812 30 125 466 24 159 832 31
48h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 41 368 21 58 659 29 3 3505 17
mikroorganizmami)
72h Scieki oczyszczone 33520 23 42 160 29 12181 8
72h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podlozem) 157 890 37 73 387 17 116 563 27
72h scieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi 87 002 31 54 079 19 25797 9
mikroorganizmami)
7dni $cieki oczyszczone 25 444 59 10 632 2 7122 2
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7dni

scieki oczyszczone z Biopreparatem (z podtozem)

218 730 82 23 540

23 862 1

7dni

$cieki oczyszczone z Biopreparatem (z wyizolowanymi

mikroorganizmami)

34 647 47 18 938

20 285 3

Zalacznik 22. Liczba paciorkowcoéw kalowych w probach z: EM Probiotyk, EM White Refresh i ACS ODO 1 oraz w prébie kontrolnej

Scieki oczyszczone

Biopreparat EM Probiotyk

Biopreparat EM White Refresh

Biopreparat ACS ODO_1

[jtk/100cm?]

Zalacznik 24a. Wyniki badan metoda PCR na obecno$¢ bakterii z grupy coli w sciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatow;
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Oh 2 x103 2x103 2x103 2x103
24h 2,1x10? 1 x 102 1,1x 102 1,4 x 102
48h 4 x 10! 9 x 10t 7 x 10* 0
72h 3x 10! 1x10! 2,4 x 10!
7 dni 1x10? 0 3 x10*
Zalacznik 23. Liczba paciorkowcoéw katowych w probach z zastosowaniem biopreparatu Bio-Trakt Plus oraz w probie kontrolnej
Scieki 1cmé 5cm? 10 cm®
0CzySzczone
[jtk/100cm?]

Seria 1 5x10* 9x 10! 9x 10! 29 x 10!
Seria 2 3 3x10* 4 x 10 42 x 10*




Phylum Class Order Family Genus Procent [%]
oteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Malikia 43,28248
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Arcicella 0,096108
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 1,868092
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 4,128624
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacteriales Mycobacteriaceae Mycobacterium 13,59122
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Emticicia 0,450505
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Cypionkella 4,655214
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Polynucleobacter 0,730819
Campilobacterota Campylobacteria Campylobacterales Arcobacteraceae Pseudarcobacter 0,052058
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Limnohabitans 0,656736
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 6,29505
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Acidovorax 0,052058
Actinobacteria Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Aurantimicrobium 0,040045
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Reyranellaceae Reyranella 2,39268
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Zoogloea 0,416466
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Simplicispira 0,124139
Clostridium sensu
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae stricto 0,326366
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacteriales Nocardiaceae Rhodococcus 2,464761
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Xanthobacter 0,066074
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingorhabdus 0,754845
Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Chromatiaceae Rheinheimera 0,076085
Firmicutes Clostridia Clostridiales Peptostreptococcaceae Romboutsia 0,844946
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Boseaceae Bosea 0,110123
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingobium 0,266298
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Hydrogenophaga 0,212238
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Dyadobacter 0,102114
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas 0,354397
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Caulobacter 0,254285
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Undibacterium 0,03604
Proteobacteria Gammaproteobacteria Legionellales Legionellaceae Legionella 0,668749
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Pedobacter 0,222249
Bacteroidetes Saprospiria Saprospirales Lewinellaceae Haliscomenobacter 0,192215
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Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Janthinobacterium 0,08009
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Ancylobacter 0,068076
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 0,140157
Proteobacteria Gammaproteobacteria Cellvibrionales Cellvibrionaceae Cellvibrio 0,046052
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Devosiaceae Devosia 0,112126
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Phenylobacterium 0,140157
Proteobacteria Gammaproteobacteria Nevskiales Nevskiaceae Nevskia 0,334374
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Pseudorhodoferax 0,060067
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Daejeonella 0,020022
Actinobacteria Actinobacteria Propionibacteriales Nocardioidaceae Nocardioides 0,142159
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Zoogloeaceae Thauera 0,118132
Proteobacteria Betaproteobacteria Nitrosomonadales Sterolibacteriaceae Methyloversatilis 0,132148
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas 0,076085
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Inhella 0,028031
Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Lacihabitans 0,056063
Actinobacteria Actinobacteria Propionibacteriales Nocardioidaceae Aeromicrobium 0,200224
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Aquabacterium 0,09811
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Rhizobacter 0,136152
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Rugosibacter 0,088099
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Rhodospirillaceae Insolitispirillum 0,030034
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Cryomorphaceae Fluviicola 0,090101
Actinobacteria Actinobacteria Micrococcales Intrasporangiaceae Ornithinibacter 0,064072
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Hyphomonadaceae Asprobacter 0,08009
Proteobacteria Gammaproteobacteria Thiotrichales Thiotrichaceae Thiothrix 0,048054
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingopyxis 0,046052
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Methylibium 0,044049
Firmicutes Clostridia Clostridiales Peptostreptococcaceae Intestinibacter 0,040045
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Rhodanobacteraceae Dokdonella 0,03604
Actinobacteria Actinobacteria Mycobacteriales Gordoniaceae Gordonia 0,034038
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Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Roseomonas 0,020022
Zalacznik 24b. Wyniki badan metoda PCR na obecno$¢ bakterii z grupy coli w $ciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatow
phylum | class order family genus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Malikia 43,28 | 0 0,09 | 0,04 | 3,09 | 7,80 | 5,66 | 548 | 27,8 | 13,9 | 49,3 | 22,1
acteria obacteria | eriales daceae 248 575 | 754 | 842 | 283 | 425 | 321 | 337 | 693 | 847 | 369
2 8 8 7 1 6 5 2 5
Proteob | Betaprote | unclassifi | unclassified | unclassified 0,202 125|185 1,51 (359 |14,3|20,2|18,0 (7,90 | 23,0 1,30 | 5,59
acteria obacteria | ed 226 289 | 236 | 774 | 234 [ 896 | 471 | 194 | 269 | 460 | 284 | 229
3 8 5 5 1 8 8 3 4 1 8
Firmicut | Bacilli Bacillales | Planococca | Solibacillus 0 0 36,147,110 0 0 0 0 0 0 0
es ceae 142 | 090
1 6
Bacteroi | Cytophagi | Cytophag | Cytophagac | Arcicella 0,096 | O 0 0 17,3 1240115180 (003|652 |0 0,37
detes a ales eae 108 936 | 563 | 540 | 014 | 829 | 104 989
8 2 8 4 3 5
Campilo | Campylob | Campylo | Arcobacter | Aliarcobacter 0 549 0,20 | 0,50 | 0,79 | 0,37 | 0,17 | 0,19 | 0,07 | 0,03 | O 0
bacterot | acteria bacterales | aceae 533 | 717 | 401 | 991 |394 | 465 | 117 | 457 | 580
a 2 3 3 9 7 9 3 9
Bacteroi | Flavobact | Flavobact | Flavobacter | Flavobacterium 1,868 | 0,04 | O 0 227 1215|1231 245|185 | 22,4 20,1195
detes eriia eriales iaceae 092 309 825 | 535 | 036 | 372 | 303 | 731 | 882 | 053
3 2 6 1 8 7
Proteob | Gammapr | Pseudom | Pseudomon | Pseudomonas 4128 | 756 | 0 0 7,32 1120 (10,8 | 7,84 | 7,74 | 4,23 | 3,27 | 6,39
acteria oteobacter | onadales | adaceae 624 843 887 | 237 | 576 | 022 | 951 | 113 | 106 | 053
ia 8 3 7 6 9 6 8
Firmicut | Bacilli Bacillales | Planococca | Lysinibacillus 0 0 324123010 0 0 0 0 0 0 0
es ceae 129 | 571
5 7
Proteob | Gammapr | Pseudom | Pseudomon | unclassified 0 011 |0 0 149 | 0,01 | 8,90 | 0,67 | 5,45 | 0,15 | 0,03 | 0,02
acteria oteobacter | onadales | adaceae 810 858 | 913 | 981 | 246 | 791 | 643 | 614 | 307
ia 7 2 9 8 9 7 4 1
Proteob | Gammapr | Aeromon | Aeromonad | Aeromonas 0 0 0,09 | 0,050,551 |4,47 | 9,09 | 13,2 | 10,1 | 6,18 | 0,26 | 14,3
acteria oteobacter | adales aceae 401 | 325 [ 640 | 853 | 774 | 424 | 015 | 745 | 615 | 206
ia 1 4 3 5 3 7 8 2 4 5
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Actinob | Actinobac | Mycobact | Mycobacter | Mycobacterium 1359 | 0 0 0 091(085|158 0,33 |0,07|0,54 0,07 | 0,10
acteria teria eriales iaceae 122 940 | 095 | 740 | 061 | 860 | 467 | 228 | 920
1 1 7 2 4 7 9 1
Firmicut | Bacilli Bacillales | Planococca | unclassified 0 0 6,38 18,23 |0 0 0 0 0 0 0 0
es ceae 927 | 918
6 7
Bacteroi | Cytophagi | Cytophag | Cytophagac | Emticicia 0,450 | O 0,02 |0 0,02 |0 0 005|173 |0 1,36 | 8,09
detes a ales eae 505 263 025 397 | 734 855 | 468
2 1 7 3 8 1
Proteob | Alphaprot | Rhodoba | Rhodobacte | Cypionkella 4655 |0 0 0 0,07 | 0,08 | 0,22 | 0,22 | 0,56 | 2,16 | 6,06 | 1,91
acteria eobacteria | cterales raceae 214 492 | 539 |108 | 040 | 231 |362 | 239 |639
9 7 8 9 9 8 2
Proteob | Betaprote | Burkhold | Burkholder | Polynucleobacter 0,730 | 0,02 | O 0 1,950,701 0,93 | 461 | 0,41 | 2,33 | 0,59 | 0,69
acteria obacteria | eriales iaceae 819 553 828 | 961 | 077 | 282 |518 | 513 | 473 | 980
7 3 7 8 4 9 6 9 6
Campilo | Campylob | Campylo | Arcobacter | Pseudarcobacter 0,052 0,04 |0 0 2,52 15281939 6,09 |0,77| 1,48 |0,03]0,49
bacterot | acteria bacterales | aceae 058 628 733 | 679 | 178 | 495 | 595 | 702 | 450 | 832
a 5 9 1 9 5 9 4 1 4
Proteob | Deltaprote | Syntroph | Syntrophac | unclassified 0 4,70 | 2,42 | 0,51 | 0,06 | O 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | obacteral | eae 034 | 862 | 352 | 885
es 3 1 3 4
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Rhizobiace | Rhizobium 0 0 0 0 1,72 | 5,06 | 451|068 | 0,03 | 1,17 | 0,08 | 0,07
acteria eobacteria | es ae 944 | 006 | 018 | 821 | 023 | 604 | 214 | 228
5 7 1 3 2 9 6 8
Proteob | Betaprote | Burkhold | Alcaligenac | unclassified 0,444 | 117 | 0 0 2,04 | 057|155 512|062 |1,66 |270 | 0,81
acteria obacteria | eriales eae 498 468 536 | 417 | 203 | 336 | 076 | 983 | 754 | 515
7 2 1 3 1 7 9 3 9
Proteob | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacte | Sulfuritalea 0 6,34 | 5,45 | 3,61 0,04 {0010 0 0 0 0 0
acteria obacteria | onadales | riaceae 267 | 438 | 938 | 252 | 766
I 5 I I
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | unclassified 1,157 | 7,31 | 6,06 | 6,54 | 1,76 | 3,54 | 2,81 | 6,32 | 5,64 | 2,27 | 3,53 | 3,99
acteria obacteria | eriales daceae 296 306 | 546 | 266 | 184 | 072 886 | 211 | 334 | 671 | 064 | 735
4 7 2 3 1 1 1 9 5
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Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Limnohabitans 0,656 | 0 0 0 0,06 | 0,02 | 1,06 | 0,21 | 1,06 | 1,90 | 0,39 | 0,80

acteria obacteria | eriales daceae 736 885 | 502 | 121 | 020 | 014 | 919 | 101 | 746
4 8 9 4 2 5 6 9

Proteob | Gammapr | Pseudom | Moraxellac | Acinetobacter 6,295 | 4,78 | 0 0 0,50 | 0,50 | 1,66 | 0,46 | 0,76 | 1,25 | 0,28 | 0,60

acteria oteobacter | onadales | eae 05 812 830 | 939 | 478 | 330 | 991 | 897 |915 | 752
ia 5 3 3 7 7 3 6 5 4

Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Paludibacte | Paludibacter 0 0 0 0 0,48 1081053053132 1,77 |0,21 | 0,37

detes a ales raceae 602 | 856 | 061 | 977 | 215 | 915 | 029 | 989
7 2 5 4 2 5 5

Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Acidovorax 0,052 | 0,06 | O 0 0,68 | 2,16 | 0,67 | 0,48 | 0,45 | 0,20 | 0,43 | 0,63

acteria obacteria | eriales daceae 058 065 853 | 123 | 431 | 804 | 751 | 543 | 209 | 367
8 9 6 6 4 2 1

Proteob | Gammapr | unclassifi | unclassified | unclassified 3,075 |0 0 0 0,11 | 0,14 | 0,21 | 0,20 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,23

acteria oteobacter | ed 444 745 | 722 | 224 | 466 | 666 | 858 | 543 | 993
ia 6 3 4 5 6 1 2 4

Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Rhizobiace | unclassified 0,238 | 0 0,01 {0030 0,06 | O 08411310 1,32 | 0,67

acteria eobacteria | es ae 267 915 | 043 330 564 | 610 912 | 673
1 6 7 8 7 6
Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Rikenellace | Anaerocella 0 141 (058|163 |0 0 0 0 0 0 0 0

detes a ales ae 409 | 669 | 186
3 9 1

Proteob | Betaprote | Neisserial | Chromobac | Vogesella 0 0 0 0 0,14 10,13 0,26 | 0,76 | 1,24 | 0,11 | 0,16 | 1,21

acteria obacteria | es teriaceae 378 | 250 | 751 | 243 | 758 | 308 | 100 | 043
3 1 6 2 1 2 7 4

Proteob | Betaprote | Burkhold | Oxalobacte | unclassified 0 0 0 0 0,16 | 0,23 | 0,61 | 0,76 | 0,48 | 0,10 | 0,08 | 2,25

acteria obacteria | eriales raceae 403 | 555 [ 683 | 693 | 976 | 177 | 214 | 168
4 7 4 1 3 6 4

Actinob | Actinobac | Micrococ | Microbacte | Aurantimicrobium | 0,040 | O 0 0 0 0,02 |0 1,60 [ 0,22 | 0,34 | 1,04 | 0,21

acteria teria cales riaceae 045 944 583 | 371 | 489 | 325 | 532
5 8 9 8 5

Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Reyranellac | Reyranella 2392 | 0 0 0 0,11 | 0,05 | 0,10 | 0,08 | 0,06 | 0,05 | 0,23 | 0,07

acteria eobacteria | rillales eae 68 543 | 888 | 391 | 321 | 651 | 088 | 493 | 382
1 9 1 5 1 7 8 6
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Proteob | Alphaprot | Rhodoba | Rhodobacte | unclassified 2,342 | 0,06 | 0,02 | 0,03 | O 0 0,04 10,29 036 |0 0,11 | 0,07
acteria eobacteria | cterales raceae 624 224 | 611 | 423 200 | 012 | 681 993 | 690
6 4 5 7 9 7 4 2
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Zoogloeace | Zoogloea 0,416 | O 0 0 045(152|0,89 (044|037 |0,28 | 0,47 | 0,24
acteria obacteria | clales ae 466 565 | 376 | 982 | 981 | 286 | 647 | 152 | 147
2 5 2 4 4 2
Bacteroi | Flavobact | Flavobact | Weeksellac | Cloacibacterium 0 0 0 0 0,056 0,17 |0 0 0,03 154|052 |0,06
detes eriia eriales eae 265 | 225 224 | 733 | 737 | 613
3 1 8 4 9 6
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Simplicispira 0,124 | 0,66 | 0,96 | 1,18 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | O 0,04 |0 0,030
acteria obacteria | eriales daceae 139 235 | 100 | 490 | 050 | 741 | 748 031 943
7 3 6 2 7 3
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Comamonas 0 2,83 10,13 (0,08 | 0,06 |0,02]|0 0 0,020 0,07 | 0,07
acteria obacteria | eriales daceae 935 | 057 | 939 | 682 | 797 418 228 | 690
8 1 1 9 2 6 9 2
Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Porphyrom | Macellibacteroides | 0 0,2510,26 | 0,17 | O 0,71 |0 0,13 0,07 |0 0,07 | 0,09
detes a ales onadaceae 696 | 810 | 878 992 269 | 054 393 | 535
3 6 2 2 5 2 2 8
Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Bacteroidac | Bacteroides 0 0,19 | 0 0,02 00208210 0,06 | 0,02 | 0,10 | 0,07 | 0,03
detes a ales eae 631 662 | 835 | 297 972 | 217 | 177 | 064 | 537
3 7 2 9 1 3 6 5
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Clostridiac | Clostridium sensu | 0,326 | 0 0 0 003|136 |0 0,04 |0 0,030 0
es les eae 1 stricto 366 240 | 623 723 015
2 3 5
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Peptostrept | Acetoanaerobium | O 0,31 /060|054 |0 0 0 0 0 0 0 0
es les ococcaceae 442 | 062 | 585
7 6
Actinob | Actinobac | Mycobact | Nocardiace | Rhodococcus 2,464 | 0 0 0 0 0 0 0,17 10,10 | O 0,15 | 0,05
acteria teria eriales ae 761 767 | 682 772 | 383
6 1 1
Actinob | Actinobac | unclassifi | unclassified | unclassified 1,187 | 0,47 | 0,75 | 0,69 | 0,04 | 0,06 | 0,05 | 0,07 | 0,05 | 0,04 | 0,05 | 0,02
acteria teria ed 33 242 | 731 | 040 | 860 | 625 | 748 | 421 | 643 | 334 | 093 | 768
8 2 3 3 1 3 9 3 8 1 5
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Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Dysgonom | Petrimonas 0 0,27 | 0,78 1031 | 0 0 0 0 0 0 0 0
detes a ales onadaceae 611 | 342 | 762
5 6 3
Proteob | Deltaprote | Syntroph | Syntrophac | Smithella 0 0,45 10,70 10,29 | O 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | obacteral | eae 487 | 334 | 099
es 2 3 6
Proteob | Gammapr | Enteroba | Enterobacte | unclassified 0 0 0 0 0 3,96 | 0,24 | 0,43 | 0,21 | 0,10 | 0,08 | 2,26
acteria oteobacter | cterales riaceae 472 | 098 | 856 | 364 | 742 | 214 | 552
ia 5 5 7 1 8 6 6
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Azonexace | unclassified 0,350 | 0,33 | 0,78 | 0,76 | 0,02 | 0,11 | 0,15 | 0,11 | 0,23 | 0,02 | 0,02 | 0,02
acteria obacteria | clales ae 392 038 | 168 | 648 | 430 | 630 | 033 | 020 | 100 | 261 | 300 | 922
1 5 1 6 9 4 6 6 1 3
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Xanthobact | unclassified 0,080 | 0 0 0 0,23 10,250,377 |0,08 |0 0,22 |0 0
acteria eobacteria | es eraceae 09 896 | 028 | 805 | 771 427
3 9 3 9
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Xanthobact | Xanthobacter 0,066 | O 0 0 0,40 { 0,30 | 0,20 { 0,26 | O 0,03 |0 0,02
acteria eobacteria | es eraceae 074 299 | 622 | 118 | 643 204 768
7 5 9 1 5
Proteob | Alphaprot | Sphingo | Sphingomo | Sphingorhabdus 0,754 | 0 0 0 0,03 0,05 |0,05 0,06 | 007 |0,02|0,05]0,04
acteria eobacteria | monadale | nadaceae 845 037 | 594 |527 | 747 | 255 | 073 | 750 | 767
S 7 5 2 2 7 2 2 9
Proteob | Gammapr | Chromati | Chromatiac | Rheinheimera 0,076 | O 0 0 0,13 0,43|0,28 {0,35|0,38|0,84 |0,29 | 0,24
acteria oteobacter | ales eae 085 163 | 136 | 741 | 760 | 697 | 245 | 572 | 147
ia 2 4 4 1 2 8 7 2
Proteob | Alphaprot | Rhodoba | Rhodobacte | Gemmobacter 0 0 0 0 0,20 |0 0,07 | 0,06 | 0,08 | O 058 |0
acteria eobacteria | cterales raceae 858 295 | 297 | 868 323
6 9 4 1 9
Bacteroi | Chitinoph | Chitinoph | Chitinopha | unclassified 0935 |0 0 0 0,30 | 0,03 | 0,26 | 0,12 | 0,17 | 0,13 | 0,68 | 0,21
detes agia agales gaceae 047 376 | 238 | 088 | 819 | 131 | 569 | 674 | 686
7 9 3 6 6 8 3 3
Proteob | Betaprote | Neisserial | Chromobac | Aquaspirillum 0 0 0 0 0,26 | 0,21 | 0,08 | 0,05 | 0,48 | 0,08 | 0,02 | 0,02
acteria obacteria | es teriaceae 934 | 936 | 180 | 622 | 976 | 292 | 628 | 768
3 2 7 1 7 7 5
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Firmicut | Clostridia | Clostridia | Peptostrept | Romboutsia 0,844 | 0 0 0 0,04 | 0,03 |0,05|0,02(003]|0 0,01 | 0,01
es les ococcaceae 946 050 |[533 | 085 | 474 | 023 807 | 538
2 4 2 2
Proteob | Betaprote | Rhodocy | unclassified | unclassified 0,088 | 0 0 0 0,06 | 0,38 | 0,20 | 0,15 | 0,06 | 0,11 | 0,03 | 0,17
acteria obacteria | clales 099 075 | 572 | 118 | 743 | 852 | 119 | 450 | 995
3 5 9 4 6 7 1
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Giesbergeria 0 0 0 0 044 |0 0,46 | 0 0,04 | 0,05|0,02 |0
acteria obacteria | eriales daceae 147 870 031 | 465 | 793
4 5 6
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Clostridiale | Fusibacter 0 0,07 | 0,04 | 0,02 |0,29 | 0,17 | 0,11 | 0,21 | 0,30 | 0,31 | 0,06 | 0,06
es les s_Incertae 661 | 352 | 852 | 364 | 372 | 275 | 020 | 836 | 474 | 407 | 305
Sedis XII 4 9 1 4 5 4 8 4 4 9
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Boseaceae | Bosea 0,110 | O 0 0,03(0,03|0,05 |0 0,12 10,19 | 0 0,50 | 0,10
acteria eobacteria | es 123 233 | 442 |3 144 | 953 437 | 458
3 7 9 2 8 6
Proteob | Gammapr | Alteromo | Shewanella | Shewanella 0 0 0 0 0,03 | 0,48 | 0,02 | 0,03 | 0,02 | 0,01 | 0,09 | 0,09
acteria oteobacter | nadales ceae 037 | 289 |432 | 598 | 418 | 884 | 200 | 997
ia 7 3 5 6 7 4 2
Proteob | Alphaprot | Sphingo | Sphingomo | Sphingobium 0,266 | 0 0 0 0,04 | 0,06 | O 0 0,13 10,73 0,01 |0
acteria eobacteria | monadale | nadaceae 298 050 | 330 100 | 691 | 642
S 2 6 6 6 9
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Hydrogenophaga 0,212 | 0 0 0 0,12 | 0 0,031024 02310 0,29 | 0,15
acteria obacteria | eriales daceae 238 150 316 | 065 | 782 901 | 534
7 3 7 3 2
Proteob | Gammapr | Aeromon | Aeromonad | Tolumonas 0 0 0 0 0 0 0,17 10,18 | 0,36 | 0,10 | O 0,85
acteria oteobacter | adales aceae 023 | 442 | 077 | 931 514
ia 7 3 1 2 8
Bacteroi | Cytophagi | Cytophag | Cytophagac | Dyadobacter 0,102 | O 0 0 0 0 0 0 0,08 | 0 0,65 | 0,74
detes a ales eae 114 666 717 | 748
6 1 5
Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Porphyrom | unclassified 0 0,07 |0 0 0 052 |0 0 0 0,04 | O 0
detes a ales onadaceae 820 117 711
6 1 7
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Firmicut | Clostridia | Clostridia | Ruminococ | unclassified 0 0,52 0241029 |0 0 0 0 0 0 0 0
es les caceae 350 | 547 | 860
2 4 4
Proteob | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacte | unclassified 0 0,450,444 1031 |0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | onadales | riaceae 806 | 046 | 952
4 5
Proteob | Alphaprot | Caulobac | Caulobacte | Brevundimonas 0,354 | 0,03 |0 0 0,13 | 0,16 | 0,09 | 0,04 | 0,29 | 0,07 | 0,06 | 0,05
acteria eobacteria | terales raceae 397 990 365 | 341 | 727 | 498 | 829 | 915 | 243 | 075
1 7 8 8 1 1 7 1 5
Proteob | Alphaprot | Caulobac | Caulobacte | Caulobacter 0,254 | 0 0 0 0,02 | 0,06 | 0,06 | 0,08 | 0,14 | 0,02 | 0,07 | 0,10
acteria eobacteria | terales raceae 285 025 | 772 | 632 | 996 | 309 | 261 | 228 | 304
1 3 6 2 9 6 9 8
Proteob | Gammapr | Enteroba | unclassified | unclassified 0 0 0 0 0 03510 0,030 0 0 0,06
acteria oteobacter | cterales 333 148 767
ia 6 7 4
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Clostridiale | unclassified 0 0,28 0,05(0,14 |0 0 0 0 0 0 0 0
es les s_Incertae 249 | 222 | 074
Sedis XIII 9 8 3
Proteob | Betaprote | Burkhold | Oxalobacte | Undibacterium 0,036 | O 0 0 0,06 { 0,15 0,23 {0,120 0,08 |0 0 0,04
acteria obacteria | eriales raceae 04 075 | 016 | 435 | 570 | 465 614
3 8 3 6 1
Actinob | Actinobac | Mycobact | unclassified | unclassified 0,324 | 0 0 0 0 0 0,03 | 0,04 | 0,02 | 0,02 | 0,03 | 0,02
acteria teria eriales 363 316 | 498 | 821 | 827 | 121 | 922
3 1 7 6 3
Proteob | unclassifie | unclassifi | unclassified | unclassified 0 00310 0 0 0,19 |0 0 0 0,02 | 0,02 | 0,13
acteria d ed 351 727 261 | 628 | 688
7 9 6 7 5
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Devosiacea | unclassified 0,038 | 0 0 0 0,07 10,110,121 |0,04 |0 0,09 | 0 0
acteria eobacteria | es e 043 695 | 483 | 938 | 947 046
4 4 7 9 5
Proteob | Gammapr | Legionell | Legionellac | Legionella 0,668 | 0 0 0,02 |0 0 0,02 |0 0 0 0 0,03
acteria oteobacter | ales eae 749 092 653 845
ia 1 1
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Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Curvibacter 0 0 0 0 0,03 |0 0 0 0 0 0,29 | 0,15
acteria obacteria | eriales daceae 442 244 | 841
7 1 8
Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Azospirilla | Azospirillum 0 0 0 0 0,06 { 0,09 |0 0 0,02 |0 0,09 | 0,47
acteria eobacteria | rillales ceae 075 | 864 620 364 | 679
3 1 7 1
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Clostridiale | Sedimentibacter 0 0,26 | 0,08 { 0,17 |0 0 0 0 0 0 0 0
es les s_Incertae 015 | 356 | 688
Sedis XI 5 5
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Tissierellac | Tissierella 0 0,22 |0 0,19 |0 0 0 0 0 0 0 0
es les eae 823 399
4 7
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Azonexace | Ferribacterium 0 0 0 0 0,05 0,08 | 0,13 |0,06 |0 0,07 1004 |0
acteria obacteria | clales ae 670 | 833 | 486 | 072 538 | 600
3 4 3 5 8 2
Actinob | Actinobac | Micrococ | Microbacte | unclassified 0,228 | 0 0 0 0 0,030 0,04 | 0,04 |0 0,07 | 0,02
acteria teria cales riaceae 256 238 048 | 837 393 | 922
9 3 1 2 3
Actinob | Actinobac | Micrococ | unclassified | unclassified 0 0,09 0,210,177 |0 0 0 0 0 0 0 0
acteria teria cales 257 | 761 | 117
8 4
Firmicut | Bacilli Bacillales | Paenibacill | Paenibacillus 0 0 052 1|0 0 0,050 0,26 | 0 0,28 | 0 0
es aceae 1 402 005 089 081
5 6 1 9
Bacteroi | Sphingoba | Sphingob | Sphingobac | Pedobacter 0,222 | 0 0 0 0,07 (0,02 | 0,030 0 0,04 {053 |0
detes cteriia acteriales | teriaceae 249 492 | 65 979 523 | 230
9 6 3 8
Bacteroi | Saprospiri | Saprospir | Lewinellac | Haliscomenobacter | 0,192 | O 0 0 0 0 0 0 0,05|0 0,05 | 0,06
detes a ales eae 215 240 750 | 613
2 2 6
Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Dysgonom | unclassified 0 0,14 10,15 |0,05 | 0 0 0 0 0 0 0 0
detes a ales onadaceae 204 | 668 | 896
8 5
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Proteob | Betaprote | Burkhold | Oxalobacte | Janthinobacterium | 0,080 | O 0 0 0,09 0,210,213 |0 0,030,030 0,15
acteria obacteria | eriales raceae 09 720 | 347 | 265 023 | 204 841
5 4 2 2 8
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Azonexace | Dechloromonas 0 0,06 | 0,10 | 0,26 | O 0,02 |0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | clales ae 065 | 097 | 737 944
5 5
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Lachnospir | unclassified 0 0,11 (0,16 | 0,26 |0 0,030 0,08 |0 0,08 |0 0
es les aceae 012 | 713 | 056 975 321 292
7 1 5 5 7
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Xanthobact | Ancylobacter 0,068 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,08 | 0,12
acteria eobacteria | es eraceae 076 871 | 458
8 1
Proteob | Gammapr | Xanthom | Xanthomon | Stenotrophomonas | 0,140 | 0,24 | 0 0 0 0 0 0 0,030 0,020
acteria oteobacter | onadales | adaceae 157 898 023 135
ia 3 2 8
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Polaromonas 0 0,07 | 0,06 | 0,23 | 0 0 0 0 0,02 |0 0,03 | 0,03
acteria obacteria | eriales daceae 501 | 789 | 313 620 121 | 998
4 7 6 1 6 9
Proteob | Gammapr | Cellvibri | Cellvibrion | Cellvibrio 0,046 | O 0 0 0 0,02 10,03 |0 0,10 | O 0 0,05
acteria oteobacter | onales aceae 052 797 | 095 077 998
ia 2 2 4 3
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Devosiacea | Devosia 0,112 | 0 0 0 0 0,02 |0 0 0,05 |0 0,04 | 0,06
acteria eobacteria | es e 126 65 240 271 | 459
2 6 7
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Brucellacea | Pseudochrobactru | O 0,11 | 0,04 | 0,02 | O 0 0 0 0 0 0 0
acteria eobacteria | es e m 491 | 700 | 092
5 6 1
Proteob | Betaprote | Burkhold | Oxalobacte | Pseudoduganella 0 0 0 0 0 0 0 0,03|0 0 0 0,13
acteria obacteria | eriales raceae 148 227
7 1
Proteob | Betaprote | Nitrosom | Nitrosomon | unclassified 0,216 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | onadales | adaceae 242
Proteob | Alphaprot | unclassifi | unclassified | unclassified 0,168 | 0,05 | 0,10 | 0,02 | O 0010 0 0 0 0 0
acteria eobacteria | ed 188 745 | 271 | 282 766
8 6 3 7
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Firmicut | Clostridia | Clostridia | Syntropho | Syntrophomonas 0 0,07 | 0,06 | 0,11 0 0 0 0 0
es les monadacea 341 | 963 | 221
e 8 8 4
Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Rhodospiril | Novispirillum 0 0 0 0 0,05 0,02 | 0,02 0 0,05
acteria eobacteria | rillales laceae 594 923 | 418 536
5 8 6 9
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Beijerincki | Pseudochelatococc | O 0,03 | 0,08 | 0,05 0 0 0 0 0
acteria eobacteria | es aceae us 192 | 182 | 896
1 5
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Kaistiaceae | Kaistia 0 0 0 0 0 0 0 0,12 | 0,02
acteria eobacteria | es 157 | 922
7 3
Actinob | Actinobac | Micrococ | Intrasporan | unclassified 0 0 0,07 | 0,09 0 0 0 0 0
acteria | teria cales giaceae 486 | 319
1 5
Proteob | Deltaprote | Desulfovi | Desulfomic | Desulfomicrobium | 0 0,05 | 0,04 | 0,05 0 0 0 0 0
acteria obacteria | brionales | robiaceae 905 | 352 | 325
4 4 4
Proteob | Alphaprot | Sphingo | Erythrobact | unclassified 0,136 | O 0 0 0,01 0 0 00110
acteria eobacteria | monadale | eraceae 152 766 642
S 7 9
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Chelatococ | Camelimonas 0 0 0,06 | 0,07 0 0 0 0 0
acteria eobacteria | es caceae 963 | 037
8 2
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Rhizobiace | Agrobacterium 0 0 0 0 0 0 0 0 0,12
acteria eobacteria | es ae 919
5
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Melaminivora 0 0,11 |0 0,02 0 0 0 0 0
acteria obacteria | eriales daceae 012 662
7 7
Proteob | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacte | Sterolibacterium 0 0,08 | 0,01 | 0,03 0 0 0 0 0
acteria obacteria | onadales | riaceae 778 | 915 | 233
2 3
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Proteob | Betaprote | Neisserial | Neisseriace | Rivicola 0 0 0 0 0 0,03 |0 0,04 10,03 |0 0010
acteria obacteria | es ae 975 048 | 829 807
3 4 2
Proteob | Alphaprot | Caulobac | Caulobacte | Phenylobacterium | 0,140 | 0,04 | 0,01 | O 0 0,010 0 0 0 0 0
acteria eobacteria | terales raceae 157 788 | 740 472
1 9 2
Proteob | Gammapr | Aeromon | Aeromonad | unclassified 0 0 0 0 0 0 0 0 0,04 |0 0 0,19
acteria oteobacter | adales aceae 635 686
ia 6 9
Bacteoi | Bacteroidi | Bacteroid | Porphyrom | Parabacteroides 0 0,05 0,07 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
detes a ales onadaceae 426 | 312
5
Proteob | Gammapr | Nevskiale | Nevskiacea | Nevskia 0,334 | 0 0 0 0 0 0,02 | 0,08 | 0,06 | O 0 0,02
acteria oteobacter | s e 374 653 | 771 | 248 307
ia 3 1
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Pseudorhodoferax | 0,060 | O 0 0 0 0,06 | O 0 0 0 0 0
acteria obacteria | eriales daceae 067 330
6
Bacteroi | Sphingoba | Sphingob | Sphingobac | Daejeonella 0,020 | 0,09 | O 0,02 |0 0 0 0 0 0 0 0
detes cteriia acteriales | teriaceae 022 257 282
3
Proteob | Deltaprote | Desulfovi | Desulfovibr | Desulfovibrio 0 0,13 /0,08 10,24 | 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | brionales | ionaceae 087 | 182 | 264
5 5 5
Actinob | Actinobac | Propionib | Nocardioid | Nocardioides 0,142 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria teria acteriales | aceae 159
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Zoogloeace | Thauera 0,118 0,01 |0 0 0,04 { 0,020,030 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,02
acteria obacteria | clales ae 132 755 050 | 208 | 537 217 | 580 | 764 | 153
6 2 4 4 9 5 2
Cloacim | unclassifie | unclassifi | unclassified | Candidatus 0 0,03 0,030,050 0 0 0 0 0 0 0
onetes d ed Cloacamonas 351 | 133 | 705
7 7 8
Proteob | Gammapr | Enteroba | Enterobacte | Raoultella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,10
acteria oteobacter | cterales riaceae 458
ia 6
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Proteob | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacte | Methyloversatilis | 0,132 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | onadales | riaceae 148
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Zoogloeace | unclassified 0,130 | O 0 0 0 0,05|0 0 0 0 0
acteria obacteria | clales ae 146 888
9
Proteob | Gammapr | Enteroba | Enterobacte | Citrobacter 0 0 0 0 0 00710 0 0 0 0,01
acteria oteobacter | cterales riaceae 508 845
ia 4 6
Proteob | Betaprote | Nitrosom | unclassified | unclassified 0 0,04 | 0,06 | 0,03 |0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | onadales 788 | 441 | 994
1 5 1
Proteob | Alphaprot | Sphingo | Sphingomo | Sphingomonas 0,076 | O 0 0 0 0010 0 0,02 |0 0
acteria eobacteria | monadale | nadaceae 085 766 821
S 7 7
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Peptostrept | Proteocatella 0 0,06 | 0 0,030 0 0 0 0 0 0
es les ococcaceae 863 043
1
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Lachnospir | Anaerotaenia 0 0 0 0 0 0050 0,04 |0 0 0
es les aceae 594 723
5
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Inhella 0,028 | 0 0 0 0 0,01 (002 |0 0 0 0
acteria obacteria | eriales daceae 031 766 | 653
7
Firmicut | Bacilli Lactobaci | Lactobacill | Lentilactobacillus | O 0 0 0 0,06 |0 0,10 |0 0 0,05 0
es llales aceae 682 391 654
9 1 1
Campilo | Campylob | Campylo | Arcobacter | unclassified 0,020 | 0,07 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
bacterot | acteria bacterales | aceae 022 022
a 6
Bacteroi | Cytophagi | Cytophag | Cytophagac | Flectobacillus 0 0 0 0 0 0 0,02 |0 0 0 0,08
detes a ales eae 432 305
4
Bacteroi | Cytophagi | Cytophag | Cytophagac | Lacihabitans 0,056 | 0 0 0 0,02 {003|0 0 0 0 0
detes a ales eae 063 025 | 680
1 6
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Proteob | Gammapr | Enteroba | Pectobacter | unclassified 0 0 0 0 0 0,12 | 0 0 0 0 0 0
acteria oteobacter | cterales iaceae 955
ia 7
Actinob | Actinobac | Propionib | Nocardioid | Aeromicrobium 0,200 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria teria acteriales | aceae 224
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Aquabacterium 0,098 | 0 0 0 0 0/ 0,02 |0 0 0 0,020
acteria obacteria | eriales daceae 11 874 135
1 8
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Rhizobacter 0,136 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | eriales daceae 152
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Pleomorph | Pleomorphomonas | O 0 0 0 0 0,02 |0 0,03 |0 0,02 |0 0
acteria eobacteria | es omonadace 797 823 638
ae 2 4 6
Firmcut | Clostridia | Clostridia | unclassified | unclassified 0 0,04 | 0,02 | 0,02 |0 0 0 0 0 0,050 0
es les 628 | 089 | 282 654
5 1 3 1
Proteob | Deltaprote | unclassifi | unclassified | unclassified 00300310 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | ed 032 | 830
5 1
Bacteroi | Flavobact | Flavobact | Cryomorph | unclassified 0,070 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
detes eriia eriales aceae 078
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Rhodocycla | unclassified 0 0 0 0 0 0,06 | 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | clales ceae 772
3
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Rhodocycla | Rugosibacter 0,088 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria obacteria | clales ceae 099
Protoba | Gammapr | Pseudom | Pseudomon | Azomonas 0 0 0 0 0,07 |0 0 0 0 0 0 0
cteria oteobacter | onadales | adaceae 087
ia 9
Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Rhodospiril | Insolitispirillum 0,030 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,02
acteria eobacteria | rillales laceae 034 307
1
Bacteroi | Flavobact | Flavobact | Cryomorph | Fluviicola 0,090 | O 0 0 0,02 |0 0,03|0 0,04 | O 0 0
detes eriia eriales aceae 101 227 316 837
6 3 1
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Proteob | Gammapr | Aeromon | Aeromonad | Pseudaeromonas 0 0 0 0 0 0,07 |0 0 0,02
acteria oteobacter | adales aceae 197 768
ia 5
Firmicut | Bacilli Lactobaci | Carnobacte | Trichococcus 0 0 0 0,02 0 0 0 0 0
es llales riaceae 092
1
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Xanthobact | Aquabacter 0 0 0 0 0 0 0 0,05 |0
acteria eobacteria | es eraceae 914
5
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Eubacteriac | Acetobacterium 0 0,03 | 0,02 | 0,03 0 0 0 0 0
es les eae 192 | 263 | 043
1 2 1
Proteob | Gammapr | Enteroba | Enterobacte | Phytobacter 0 0 0 0 0,05 0 0 0 0
acteria oteobacter | cterales riaceae 3
ia
Actinob | Actinobac | Micrococ | Intrasporan | Ornithinibacter 0,064 | 0 0 0 0 0 0 0 0
acteria | teria cales giaceae 072
Bacteroi | Cytophagi | Cytophag | Cytophagac | Spirosoma 0 0 0 0 0 0 0 0,03 | 0,01
detes a ales eae 121 | 999
6 4
Proteob | Betaprote | Rhodocy | Azonexace | Azonexus 0 0 0 0 0,01 0 0 0 0,02
acteria obacteria | clales ae 472 922
2 3
Bacteroi | Flavobact | Flavobact | Flavobacter | unclassified 0 0,04 |0 0 0 0 0 0 0
detes eriia eriales iaceae 628
5
Campilo | Campylob | Campylo | Sulfurospiri | Sulfurospirillum 0 0 0 0 0,01 0,02 |0 0 0
bacterot | acteria bacterales | llaceae 472 923
a 2 8
Proteob | Gammapr | Chromati | Chromatiac | unclassified 0 0 0 0 0 0 0,05 0 0
acteria oteobacter | ales eae 844
ia 9
Actinob | Actinobac | Micrococ | Microbacte | Leucobacter 0 0,04 |0 0 0 0 0 0 0
acteria teria cales riaceae 468
9
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Proteob | Betaprote | Nitrosom | Methylophi | Methylobacillus 0 0,04 |0 0 0
acteria obacteria | onadales | laceae 468
9
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Tissierellac | unclassified 0 0,030 0,05 0
es les eae 830 135
5 2
Proteob | Alphaprot | Caulobac | Hyphomon | Asprobacter 0,080 | O 0 0 0
acteria eobacteria | terales adaceae 09
Proteob | Oligoflexi | Bacteriov | Bacteriovor | Bacteriovorax 0 0,020 0 0
acteria a oracales acaceae 074
9
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Pseudacidovorax 0 0 0 0 0,04
acteria obacteria | eriales daceae 900
2
Proteob | Gammapr | Thiotrich | Thiotrichac | Thiothrix 0,048 | O 0 0 0
acteria oteobacter | ales eae 054
ia
Actinob | Thermole | Solirubro | unclassified | unclassified 0 0,02 002 1|0 0
acteria | ophilia bacterales 394 | 437
1 3
Proteob | Alphaprot | Sphingo | Sphingomo | Sphingopyxis 0,046 | 0 0 0 0
acteria eobacteria | monadale | nadaceae 052
S
Proteob | Deltaroteo | Desulfuro | unclassified | unclassified 0 0,01 /0030 0
acteria bacteria monadale 596 | 830
S 1
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Methylibium 0,044 | 0 0 0 0
acteria obacteria | eriales daceae 049
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Bradyrhizo | unclassified 0,052 | O 0,050 0
acteria eobacteria | es biaceae 058 571
Candida | unclassifie | unclassifi | unclassified | Saccharibacteria_g | 0,028 | 0,02 | 0,05 | O 0
tus d ed enera_incertae_sed | 031 | 074 | 222
Sacchari is 9 8
bacteria
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Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Rhodospiril | Elstera 0 0 0 0 0 0 0,02
acteria eobacteria | rillales laceae 768
5
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Peptostrept | Intestinibacter 0,040 | O 0 0 0 0 0
es les ococcaceae 045
Protoba | Betaprote | Burkhold | Alcaligenac | Alcaligenes 0 0,06 | 0 0 0 0 0
cteria obacteria | eriales eae 065
Protoba | Alphaprot | Sphingo | Sphingomo | unclassified 0,038 | O 0 0 0 0 0
cteria eobacteria | monadale | nadaceae 043
S

Proteob | Gammapr | Enteroba | Enterobacte | Klebsiella 0 0 0 0 0,02 0 0,02
acteria oteobacter | cterales riaceae 355 922

ia 6 3
Proteob | Gammapr | Xanthom | Rhodanoba | Dokdonella 0,036 | 0 0 0 0 0 0
acteria oteobacter | onadales | cteraceae 04

ia
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | unclassified | unclassified 0,028 | 0 0,02 | 0,03 0 0 0
acteria eobacteria | es 031 437 | 613

3 7
Actinob | Actinobac | Mycobact | Gordoniace | Gordonia 0,034 |0 0 0 0 0 0
acteria teria eriales ae 038
Firmicut | Bacilli Lactobaci | Lactobacill | Lacticaseibacillus | O 0 0 0 0 0,02 0
es llales aceae 073
2
Proteob | Alphaprot | Rhodospi | unclassified | unclassified 0 0 0,010 0 0 0
acteria eobacteria | rillales 915
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Ancalomicr | Pinisolibacter 0 0 0 0 0,02 0 0
acteria eobacteria | es obiaceae 208
4

Proteob | Gammapr | Cellvibri | Halieaceae | unclassified 0,028 | 0 0 0 0 0 0
acteria oteobacter | onales 031

ia
Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Dysgonom | Dysgonomonas 0 0,02 |0 0 0 0 0
detes a ales onadaceae 074

9
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Bacteroi | Bacteroidi | Bacteroid | Dysgonom | Fermentimonas 0 0,02 |0 0 0 0
detes a ales onadaceae 074
9
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Brucellacea | Paenochrobactrum | O 0,02 |0 0 0 0
acteria eobacteria | es e 074
9
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Variovorax 0 0 0 0 0,01 0
acteria obacteria | eriales daceae 913
9
Firmicut | Clostridia | Clostridia | Ruminococ | Ruminiclostridium | O 00110 0 0 0
es les caceae 915
3
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Phyllobacte | unclassified 0 0 0,03 | 0,02 0 0
acteria eobacteria | es riaceae 481 | 282
9 3
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Macromonas 0 0 0 0 0 0,02
acteria obacteria | eriales daceae 418
6
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Methylocys | unclassified 0 0 0010 0 0
acteria eobacteria | es taceae 915
Proteob | Betaprote | Burkhold | Comamona | Ideonella 0 0 00110 0 0
acteria obacteria | eriales daceae 915
Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Acetobacte | Roseomonas 0,020 | O 0 0 0 0
acteria eobacteria | rillales raceae 022
Firmicut | Bacilli Bacillales | unclassified | unclassified 0 0 0 0,01 0 0
es 901
9
Proteob | Alphaprot | Rhizobial | Hyphomicr | Hyphomicrobium | O 0 0 0,01 0 0
acteria eobacteria | es obiaceae 901
9
Proteob | Alphaprot | Rhodospi | Acetobacte | unclassified 0 (00110 0 0 0
acteria eobacteria | rillales raceae 915
3
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Zalacznik 24¢c. Wyniki badan metoda PCR na obecnos¢ bakterii z grupy coli w $ciekach oczyszczonych z dodatkiem biopreparatow [%]

phylum class order family genus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Malikia 216 |0 55 |25 | 153 | 530 | 256 | 243 | 138 | 741 | 300 | 143
ria obacteria | eriales aceae 17 0 0 2 8 10 |2 59 93
Proteobacte | Betaprote | unclassif | unclassified | unclassified 101 | 785 | 106 | 798 | 177 | 977 | 915 | 801 | 392 | 122 | 793 | 363
ria obacteria | ied 4 39 |4 8 2 1 28 6
Firmicutes | Bacilli Bacillale | Planococcace | Solibacillus 0 0 207 | 247 | O 0 0 0 0 0 0 0
S ae 44 | 69
Bacteroidet | Cytophag | Cytopha | Cytophagace | Arcicella 48 |0 0 0 858 | 163 [ 522 | 800 |19 |346 |0 247
es ia gales ae 9 40 |6 4 0
Campilobac | Campylo | Campylo | Arcobacterac | Aliarcobacter 0 344 | 119 | 265 | 395 | 254 |79 |8 |37 |19 0 0
terota bacteria bacterale | eae 31
S
Bacteroidet | Flavobact | Flavobac | Flavobacteri | Flavobacterium 933 |27 |0 0 112 | 146 | 104 | 109 | 919 | 119 | 122 | 126
es eriia teriales aceae 5 4 5 1 4 24 88 82
Proteobacte | Gammapr | Pseudom | Pseudomona | Pseudomonas 206 | 474 | 0 0 361 | 816 | 491 | 348 | 384 | 224 | 199 | 415
ria oteobacte | onadales | daceae 2 2 9 7 1 6 5 5 1 5
ria
Firmicutes | Bacilli Bacillale | Planococcace | Lysinibacillus 0 0 186 | 121 | O 0 0 0 0 0 0 0
S ae 18 |23
Proteobacte | Gammapr | Pseudom | Pseudomona | unclassified 0 74 |0 0 740 | 13 | 403 | 299 | 270 | 83 22 15
ria oteobacte | onadales | daceae 0 0 8
ria
Proteobacte | Gammapr | Aeromon | Aeromonada | Aeromonas 0 0 54 |28 | 255 |304 |411 | 588 | 501 |328 | 162 | 931
ria oteobacte | adales ceae 2 5 8 2 3 1
ria
Actinobacte | Actinoba | Mycobac | Mycobacteri | Mycobacterium 678 |0 0 0 454 | 578 | 718 | 147 |39 |289 |44 71
ria cteria teriales aceae 8
Firmicutes | Bacilli Bacillale | Planococcace | unclassified 0 0 367 (433 |0 0 0 0 0 0 0 0
S ae 0 2
Bacteroidet | Cytophag | Cytopha | Cytophagace | Emticicia 225 |0 13 |0 10 |0 0 24 | 862 |0 833 | 526
es ia gales ae 3
Proteobacte | Alphaprot | Rhodoba | Rhodobacter | Cypionkella 232 |0 0 0 37 |58 |100 |98 |279 | 114 |369 | 124
ria eobacteri | cterales | aceae 5 8 0 6
a
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Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Burkholderia | Polynucleobacter | 365 | 16 | O 0 967 | 482 | 421 | 205 | 206 | 123 | 362 | 455
ria obacteria | eriales ceae 1 9
Campilobac | Campylo | Campylo | Arcobacterac | Pseudarcobacter |26 |29 |0 0 124 | 359 | 424 | 271 | 385 | 789 | 21 324
terota bacteria bacterale | eae 8 1 8 0
S

Proteobacte | Deltaprot | Syntroph | Syntrophace | unclassified 0 294 (139 [ 270 |34 |O 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | obacteral | ae 5 5

a es
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Rhizobiaceae | Rhizobium 0 0 0 0 854 | 343 | 204 | 306 |15 | 624 |50 47
ria eobacteri | les 7 0

a
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Alcaligenace | unclassified 222 | 736 | O 0 101 | 390 | 702 | 227 | 308 | 886 | 164 | 530
ria obacteria | eriales ae 0 8 8
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacteri | Sulfuritalea 0 397 (313 {190 |21 |12 |O 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales | aceae 4 3 3
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | unclassified 578 | 458 | 348 | 344 | 870 | 240 | 127 | 281 | 280 | 120 | 214 | 259
ria obacteria | eriales aceae 2 4 0 5 5 1 0 8 9 9
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Limnohabitans 328 | 0 0 0 34 |17 480 |49 |526 | 101 | 238 | 525
ria obacteria | eriales aceae 3
Proteobacte | Gammapr | Pseudom | Moraxellacea | Acinetobacter 314 1300 | O 0 251 | 346 | 753 | 206 | 382 | 668 | 176 | 395
ria oteobacte | onadales | e 4 0

ria
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Paludibacter | Paludibacter 0 0 0 0 240 | 556 | 240 | 240 | 656 | 944 | 128 | 247
es ia dales aceae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Acidovorax 26 (38 |0 0 340 | 146 | 305 | 217 | 227 | 109 | 263 | 412
ria obacteria | eriales aceae 8
Proteobacte | Gammapr | unclassif | unclassified | unclassified 153 | 0 0 0 58 100 |96 |91 |43 |47 52 156
ria oteobacte | ied 6

ria
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Rhizobiaceae | unclassified 119 | 0 11 |16 |0 43 |0 376 | 653 |0 809 | 440
ria eobacteri | les

a
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Rikenellacea | Anaerocella 0 886 | 337 [ 858 |0 0 0 0 0 0 0 0
es ia dales e
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Proteobacte | Betaprote | Neisseria | Chromobacte | VVogesella 0 0 0 0 71 |90 | 121 | 339 [619 |60 98 787
ria obacteria | les riaceae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Oxalobactera | unclassified 0 0 0 0 81 |160 | 279 | 341 | 243 |54 50 146
ria obacteria | eriales ceae 4
Actinobacte | Actinoba | Microco | Microbacteri | Aurantimicrobiu |20 |0 0 0 0 20 |0 714 | 111 | 183 | 635 | 140
ria cteria ccales aceae m
Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Reyranellace | Reyranella 119 | 0 0 0 57 (40 |47 |37 |33 |27 143 | 48
ria eobacteri | irillales ae 5
a
Proteobacte | Alphaprot | Rhodoba | Rhodobacter | unclassified 117 |39 |15 |18 |0 0 19 | 129 (182 |0 73 50
ria eobacteri | cterales aceae 0
a

Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Zoogloeacea | Zoogloea 208 |0 0 0 225 | 103 | 407 | 200 | 185 | 152 | 287 | 157
ria obacteria | clales e 5
Bacteroidet | Flavobact | Flavobac | Weeksellace | Cloacibacterium 0 0 0 0 26 117 | O 0 16 | 821 |321 |43
es eriia teriales ae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Simplicispira 62 |415 | 552 [ 623 |20 |39 |26 |O 20 |0 24 0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Comamonas 0 177 |75 |47 |33 |19 |0 0 12 |0 44 50
ria obacteria | eriales aceae 9
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Porphyromo | Macellibacteroide | O 161 | 154 |94 |0 489 | 0 59 |3 |0 45 62
es ia dales nadaceae S
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Bacteroidace | Bacteroides 0 123 | 0 14 |14 |559 |0 31 11 |54 43 23
es ia dales ae
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Clostridiacea | Clostridium sensu | 163 | 0 0 0 16 928 | 0 21 0 16 0 0

ales el stricto
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Peptostrepto | Acetoanaerobium | O 197 | 345 | 287 | 0 0 0 0 0 0 0 0

ales coccaceae
Actinobacte | Actinoba | Mycobac | Nocardiaceae | Rhodococcus 123 | 0 0 0 0 0 0 79 |53 |0 96 35
ria cteria teriales 1
Actinobacte | Actinoba | unclassif | unclassified | unclassified 593 | 296 | 435 | 363 |24 |45 |26 |33 28 |23 31 18
ria cteria ied
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Dysgonomon | Petrimonas 0 173 | 450 | 167 | O 0 0 0 0 0 0 0
es ia dales adaceae
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Proteobacte | Deltaprot | Syntroph | Syntrophace | Smithella 0 285 | 404 | 153 | O 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | obacteral | ae

a es
Proteobacte | Gammapr | Enteroba | Enterobacteri | unclassified 0 0 0 0 0 269 | 109 | 195 | 106 | 57 50 147
ria oteobacte | cterales | aceae 3 3

ria
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Azonexaceae | unclassified 175 | 207 | 449 |403 |12 |79 |68 |49 |65 |12 14 19
ria obacteria | clales
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Xanthobacter | unclassified 40 |0 0 0 118 | 170 | 171 |39 | O 119 |0 0
ria eobacteri | les aceae

a
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Xanthobacter | Xanthobacter 33 |0 0 0 199 | 208 |91 |74 |0 17 0 18
ria eobacteri | les aceae

a
Proteobacte | Alphaprot | Sphingo | Sphingomon | Sphingorhabdus 377 |0 0 0 15 |38 |25 [30 |36 |11 35 31
ria eobacteri | monadal | adaceae

a es
Proteobacte | Gammapr | Chromati | Chromatiace | Rheinheimera 38 |0 0 0 65 |293 | 130 | 159 | 192 | 447 | 180 | 157
ria oteobacte | ales ae

ria
Proteobacte | Alphaprot | Rhodoba | Rhodobacter | Gemmobacter 0 0 0 0 103 | 0 33 |28 |44 |0 355 |0
ria eobacteri | cterales | aceae

a
Bacteroidet | Chitinoph | Chitinop | Chitinophaga | unclassified 467 | 0 0 0 150 |22 | 118 |57 |85 |72 418 | 141
es agia hagales | ceae
Proteobacte | Betaprote | Neisseria | Chromobacte | Aquaspirillum 0 0 0 0 133 | 149 |37 |25 |243 |44 16 18
ria obacteria | les riaceae
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Peptostrepto | Romboutsia 422 | 0 0 0 20 |24 |23 |11 |15 |O 11 10

ales coccaceae

Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | unclassified | unclassified 4 10 0 0 30 (262 (91 |70 |34 |59 21 117
ria obacteria | clales
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Giesbergeria 0 0 0 0 218 |0 212 | 0 20 |29 17 0
ria obacteria | eriales aceae
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Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Clostridiales | Fusibacter 0 48 |25 |15 |145 (118 |51 |49 |153 |167 |39 41
ales _Incertae
Sedis XII
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Boseaceae Bosea 5 |0 0 17 |17 |36 |0 54 199 |0 307 | 68
ria eobacteri | les
a
Proteobacte | Gammapr | Alterom | Shewanellac | Shewanella 0 0 0 0 15 328 |11 |16 |12 |10 56 65
ria oteobacte | onadales | eae
ria
Proteobacte | Alphaprot | Sphingo | Sphingomon | Sphingobium 133 | 0 0 0 20 (43 |0 0 65 |[391 |10 0
ria eobacteri | monadal | adaceae
a es
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Hydrogenophaga | 106 | O 0 0 60 |0 15 | 107 |118 |0 182 | 101
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Gammapr | Aeromon | Aeromonada | Tolumonas 0 0 0 0 0 0 77 |82 |179 |58 0 556
ria oteobacte | adales ceae
ria
Bacteroidet | Cytophag | Cytopha | Cytophagace | Dyadobacter 51 |0 0 0 0 0 0 0 43 |0 400 | 486
es ia gales ae
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Porphyromo | unclassified 0 49 |0 0 0 354 |0 0 0 25 0 0
es ia dales nadaceae
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Ruminococc | unclassified 0 328 | 141 | 157 | O 0 0 0 0 0 0 0
ales aceae
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacteri | unclassified 0 287 | 253 | 168 | O 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales | aceae
Proteobacte | Alphaprot | Caulobac | Caulobactera | Brevundimonas 177 125 |0 0 66 |111 (44 |20 | 148 |42 38 33
ria eobacteri | terales ceae
a
Proteobacte | Alphaprot | Caulobac | Caulobactera | Caulobacter 127 | 0 0 0 10 |46 |30 |40 |71 |12 44 67
ria eobacteri | terales ceae
a
Proteobacte | Gammapr | Enteroba | unclassified | unclassified 0 0 0 0 0 240 | 0 14 |0 0 0 44
ria oteobacte | cterales
ria
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Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Clostridiales | unclassified 0 177 |30 (74 |0 0 0 0 0 0 0 0
ales _Incertae
Sedis XIII
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Oxalobactera | Undibacterium 18 |0 0 0 30 | 102 | 106 |47 |42 |0 0 30
ria obacteria | eriales ceae
Actinobacte | Actinoba | Mycobac | unclassified | unclassified 162 | 0 0 0 0 0 15 |20 |14 |15 19 19
ria cteria teriales
Proteobacte | unclassifi | unclassif | unclassified | unclassified 0 21 0 0 0 134 |0 0 0 12 16 89
ria ed ied
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Devosiaceae | unclassified 19 |0 0 0 38 |78 |54 |22 |0 48 0 0
ria eobacteri | les
a
Proteobacte | Gammapr | Legionel | Legionellace | Legionella 334 |0 0 1 |0 0 12 |0 0 0 0 25
ria oteobacte | lales ae
ria
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Curvibacter 0 0 0 0 17 |0 0 0 0 0 178 | 103
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Azospirillace | Azospirillum 0 0 0 0 30 |67 |0 0 13 |0 57 310
ria eobacteri | irillales ae
a
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Clostridiales | Sedimentibacter 0 163 |48 [93 |0 0 0 0 0 0 0 0
ales _Incertae
Sedis XI
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Tissierellace | Tissierella 0 143 | 0 102 | O 0 0 0 0 0 0 0
ales ae
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Azonexaceae | Ferribacterium 0 0 0 0 28 |60 |61 |27 |0 40 28 0
ria obacteria | clales
Actinobacte | Actinoba | Microco | Microbacteri | unclassified 114 | 0 0 0 0 22 0 18 24 0 45 19
ria cteria ccales aceae
Actinobacte | Actinoba | Microco | unclassified | unclassified 0 58 125 190 |0 0 0 0 0 0 0 0
ria cteria ccales
Firmicutes | Bacilli Bacillale | Paenibacillac | Paenibacillus 0 0 301 | O 0 34 0 116 | O 149 | 0 0
S eae 1
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Bacteroidet | Sphingob | Sphingo | Sphingobact | Pedobacter 111 | 0 0 0 37 |18 |18 |0 0 24 324 |0
es acteriia bacterial | eriaceae
es
Bacteroidet | Saprospir | Saprospi | Lewinellacea | Haliscomenobact | 96 | O 0 0 0 0 0 0 26 |0 35 43
es ia rales e er
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Dysgonomon | unclassified 0 89 (90 |31 |O 0 0 0 0 0 0 0
es ia dales adaceae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Oxalobactera | Janthinobacteriu | 40 | O 0 0 48 145 |60 |O 15 |17 0 103
ria obacteria | eriales ceae m
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Azonexaceae | Dechloromonas 0 38 |58 (88 |0 20 |0 0 0 0 0 0
ria obacteria | clales
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Lachnospirac | unclassified 0 69 |96 |137 |0 27 |0 37 |0 44 0 0
ales eae

Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Xanthobacter | Ancylobacter 34 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 54 81
ria eobacteri | les aceae

a
Proteobacte | Gammapr | Xanthom | Xanthomona | Stenotrophomona | 70 | 156 | 0 0 0 0 0 0 15 |0 13 0
ria oteobacte | onadales | daceae S

ria
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Polaromonas 0 47 139 |70 |0 0 0 0 13 |0 19 26
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Gammapr | Cellvibri | Cellvibriona | Cellvibrio 23 |0 0 0 0 19 |14 |0 50 |0 0 39
ria oteobacte | onales ceae

ria
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Devosiaceae | Devosia 56 |0 0 0 0 18 |0 0 26 |0 26 42
ria eobacteri | les

a
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Brucellaceae | Pseudochrobactru | O 72 |27 |11 |O 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | les m

a
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Oxalobactera | Pseudoduganella | O 0 0 0 0 0 0 14 |0 0 0 86
ria obacteria | eriales ceae
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | Nitrosomona | unclassified 108 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales | daceae
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Proteobacte | Alphaprot | unclassif | unclassified | unclassified 84 |36 |59 |12 12 0 0 0 0
ria eobacteri | ied

a
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Syntrophom | Syntrophomonas | O 46 |40 |59 0 0 0 0 0

ales onadaceae

Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Rhodospirill | Novispirillum 0 0 0 0 38 13 |12 0 36
ria eobacteri | irillales | aceae

a
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Beijerinckiac | Pseudochelatococ | O 20 |47 |31 0 0 0 0 0
ria eobacteri | les eae cus

a
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Kaistiaceae Kaistia 0 0 0 0 0 0 0 74 19
ria eobacteri | les

a
Actinobacte | Actinoba | Microco | Intrasporangi | unclassified 0 0 43 | 49 0 0 0 0 0
ria cteria ccales aceae
Proteobacte | Deltaprot | Desulfov | Desulfomicr | Desulfomicrobiu | O 37 |25 |28 0 0 0 0 0
ria eobacteri | ibrionale | obiaceae m

a S
Proteobacte | Alphaprot | Sphingo | Erythrobacte | unclassified 68 |0 0 0 12 0 0 10 0
ria eobacteri | monadal | raceae

a es
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Chelatococca | Camelimonas 0 0 40 | 37 0 0 0 0 0
ria eobacteri | les ceae

a
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Rhizobiaceae | Agrobacterium 0 0 0 0 0 0 0 0 84
ria eobacteri | les

a
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Melaminivora 0 69 |0 14 0 0 0 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacteri | Sterolibacterium | O 5 |11 |17 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales | aceae
Proteobacte | Betaprote | Neisseria | Neisseriacea | Rivicola 0 0 0 0 27 18 |19 11 0
ria obacteria | les e
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Proteobacte | Alphaprot | Caulobac | Caulobactera | Phenylobacterium | 70 |30 |10 |0 0 10 |0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | terales ceae

a
Proteobacte | Gammapr | Aeromon | Aeromonada | unclassified 0 0 0 0 0 0 0 0 23 |0 0 128
ria oteobacte | adales ceae

ria
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Porphyromo | Parabacteroides 0 34 (42 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
es ia dales nadaceae
Proteobacte | Gammapr | Nevskial | Nevskiaceae | Nevskia 167 | 0 0 0 0 0 12 |39 (31 |0 0 15
ria oteobacte | es

ria
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Pseudorhodoferax | 30 | O 0 0 0 43 |0 0 0 0 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Bacteroidet | Sphingob | Sphingo | Sphingobact | Daejeonella 10 |58 |0 12 |0 0 0 0 0 0 0 0
es acteriia bacterial | eriaceae

es

Proteobacte | Deltaprot | Desulfov | Desulfovibri | Desulfovibrio 0 82 (47 |75 |0 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | ibrionale | onaceae

a S
Actinobacte | Actinoba | Propioni | Nocardioidac | Nocardioides 71 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria cteria bacterial | eae

es

Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Zoogloeacea | Thauera 5 (11 |0 0 20 |15 |16 |O 11 |19 29 14
ria obacteria | clales e
Cloacimone | unclassifi | unclassif | unclassified | Candidatus 0 21 (18 |30 |0 0 0 0 0 0 0 0
tes ed ied Cloacamonas
Proteobacte | Gammapr | Enteroba | Enterobacteri | Raoultella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 68
ria oteobacte | cterales | aceae

ria
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | Sterolibacteri | Methyloversatilis | 66 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales | aceae
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Zoogloeacea | unclassified 65 |0 0 0 0 40 |0 0 0 0 0 0
ria obacteria | clales e
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Proteobacte | Gammapr | Enteroba | Enterobacteri | Citrobacter 0 0 0 0 0 51 |0 0 0 0 0 12
ria oteobacte | cterales | aceae
ria
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | unclassified | unclassified 0 30 |37 |21 |O 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales
Proteobacte | Alphaprot | Sphingo | Sphingomon | Sphingomonas 38 |0 0 0 0 12 |0 0 14 |0 0 0
ria eobacteri | monadal | adaceae
a es
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Peptostrepto | Proteocatella 0 43 |0 16 |0 0 0 0 0 0 0 0
ales coccaceae
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Lachnospirac | Anaerotaenia 0 0 0 0 0 38 |0 21 |0 0 0 0
ales eae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Inhella 14 |0 0 0 0 12 |12 |0 0 0 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Firmicutes | Bacilli Lactobac | Lactobacillac | Lentilactobacillus | 0 0 0 0 3 |0 47 |0 0 30 0 0
illales eae
Campilobac | Campylo | Campylo | Arcobacterac | unclassified 10 |44 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
terota bacteria bacterale | eae
S
Bacteroidet | Cytophag | Cytopha | Cytophagace | Flectobacillus 0 0 0 0 0 0 1 |0 0 0 0 54
es ia gales ae
Bacteroidet | Cytophag | Cytopha | Cytophagace | Lacihabitans 28 |0 0 0 10 |25 |0 0 0 0 0 0
es ia gales ae
Proteobacte | Gammapr | Enteroba | Pectobacteria | unclassified 0 0 0 0 0 88 |0 0 0 0 0 0
ria oteobacte | cterales | ceae
ria
Actinobacte | Actinoba | Propioni | Nocardioidac | Aeromicrobium 100 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria cteria bacterial | eae
es
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Aquabacterium 49 |0 0 0 0 0 13 |0 0 0 13 0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Rhizobacter 68 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | eriales aceae
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Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Pleomorpho | Pleomorphomona | O 0 0 0 0 19 |0 17 |0 14 0 0
ria eobacteri | les monadaceae | S
a
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | unclassified | unclassified 0 29 (12 |12 |O 0 0 0 0 30 0 0
ales
Proteobacte | Deltaprot | unclassif | unclassified | unclassified 0 19 |22 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | ied
a
Bacteroidet | Flavobact | Flavobac | Cryomorpha | unclassified 3B |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
es eriia teriales ceae
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Rhodocyclac | unclassified 0 0 0 0 0 46 |0 0 0 0 0 0
ria obacteria | clales eae
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Rhodocyclac | Rugosibacter 44 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | clales eae
Proteobacte | Gammapr | Pseudom | Pseudomona | Azomonas 0 0 0 0 3B |0 0 0 0 0 0 0
ria oteobacte | onadales | daceae
ria
Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Rhodospirill | Insolitispirillum 15 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15
ria eobacteri | irillales | aceae
a
Bacteroidet | Flavobact | Flavobac | Cryomorpha | Fluviicola 45 |0 0 0 1 |0 15 |0 24 |0 0 0
es eriia teriales ceae
Proteobacte | Gammapr | Aeromon | Aeromonada | Pseudaeromonas | O 0 0 0 0 0 0 32 |0 0 0 18
ria oteobacte | adales ceae
ria
Firmicutes | Bacilli Lactobac | Carnobacteri | Trichococcus 0 0 0 11 |0 0 0 0 0 0 0 0
illales aceae
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Xanthobacter | Aquabacter 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 36 0
ria eobacteri | les aceae
a
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Eubacteriace | Acetobacterium 0 20 (13 |16 |O 0 0 0 0 0 0 0
ales ae
Proteobacte | Gammapr | Enteroba | Enterobacteri | Phytobacter 0 0 0 0 0 36 |0 0 0 0 0 0
ria oteobacte | cterales | aceae
ria
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Actinobacte | Actinoba | Microco | Intrasporangi | Ornithinibacter 32 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria cteria ccales aceae
Bacteroidet | Cytophag | Cytopha | Cytophagace | Spirosoma 0 0 0 0 0 0 0 0 19 13
es ia gales ae
Proteobacte | Betaprote | Rhodocy | Azonexaceae | Azonexus 0 0 0 0 10 0 0 0 0 19
ria obacteria | clales
Bacteroidet | Flavobact | Flavobac | Flavobacteri | unclassified 0 29 0 0 0 0 0 0 0 0
es eriia teriales aceae
Campilobac | Campylo | Campylo | Sulfurospirill | Sulfurospirillum | O 0 0 0 10 13 |0 0 0 0
terota bacteria bacterale | aceae
S
Proteobacte | Gammapr | Chromati | Chromatiace | unclassified 0 0 0 0 0 0 29 |0 0 0
ria oteobacte | ales ae
ria
Actinobacte | Actinoba | Microco | Microbacteri | Leucobacter 0 28 |0 0 0 0 0 0 0 0
ria cteria ccales aceae
Proteobacte | Betaprote | Nitrosom | Methylophila | Methylobacillus 0 28 |0 0 0 0 0 0 0 0
ria obacteria | onadales | ceae
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Tissierellace | unclassified 0 24 |0 27 0 0 0 0 0 0
ales ae
Proteobacte | Alphaprot | Caulobac | Hyphomona | Asprobacter 40 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | terales daceae
a
Proteobacte | Oligoflex | Bacterio | Bacteriovora | Bacteriovorax 0 13 |0 0 0 0 0 0 0 0
ria ia voracales | caceae
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Pseudacidovorax | O 0 0 0 0 0 0 26 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Gammapr | Thiotrich | Thiotrichace | Thiothrix 24 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria oteobacte | ales ae
ria
Actinobacte | Thermole | Solirubro | unclassified | unclassified 0 15 14 |0 0 0 0 0 0 0
ria ophilia bacterale
S
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Proteobacte | Alphaprot | Sphingo | Sphingomon | Sphingopyxis 23 |0 0 0 0 0
ria eobacteri | monadal | adaceae

a es
Proteobacte | Deltaprot | Desulfur | unclassified | unclassified 0 10 |22 |0 0 0
ria eobacteri | omonada

a les
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Methylibium 22 |0 0 0 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Bradyrhizobi | unclassified 26 |0 32 |0 0 0
ria eobacteri | les aceae

a
Candidatus | unclassifi | unclassif | unclassified | Saccharibacteria |14 |13 |30 |0 0 0
Saccharibac | ed ied genera_incertae_s
teria edis
Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Rhodospirill | Elstera 0 0 0 0 0 18
ria eobacteri | irillales | aceae

a
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Peptostrepto | Intestinibacter 20 |0 0 0 0 0

ales coccaceae

Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Alcaligenace | Alcaligenes 0 38 |0 0 0 0
ria obacteria | eriales ae
Proteobacte | Alphaprot | Sphingo | Sphingomon | unclassified 19 |0 0 0 0 0
ria eobacteri | monadal | adaceae

a es
Proteobacte | Gammapr | Enteroba | Enterobacteri | Klebsiella 0 0 0 0 16 19
ria oteobacte | cterales | aceae

ria
Proteobacte | Gammapr | Xanthom | Rhodanobact | Dokdonella 18 |0 0 0 0 0
ria oteobacte | onadales | eraceae

ria
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | unclassified | unclassified 14 |0 14 |19 0 0
ria eobacteri | les

a
Actinobacte | Actinoba | Mycobac | Gordoniacea | Gordonia 17 |0 0 0 0 0
ria cteria teriales e
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Firmicutes | Bacilli Lactobac | Lactobacillac | Lacticaseibacillus | O 0 0 0 0 0 11
illales eae

Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | unclassified | unclassified 0 0 1 |0 0 0 0
ria eobacteri | irillales

a
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Ancalomicro | Pinisolibacter 0 0 0 0 15 0 0
ria eobacteri | les biaceae

a
Proteobacte | Gammapr | Cellvibri | Halieaceae unclassified 14 |0 0 0 0 0 0
ria oteobacte | onales

ria
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Dysgonomon | Dysgonomonas 0 13 |0 0 0 0 0
es ia dales adaceae
Bacteroidet | Bacteroid | Bacteroi | Dysgonomon | Fermentimonas 0 13 |0 0 0 0 0
es ia dales adaceae
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Brucellaceae | Paenochrobactru | O 13 |0 0 0 0 0
ria eobacteri | les m

a
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Variovorax 0 0 0 0 13 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Firmicutes | Clostridia | Clostridi | Ruminococc | Ruminiclostridiu | O 12 |0 0 0 0 0

ales aceae m

Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Phyllobacteri | unclassified 0 0 20 |12 0 0 0
ria eobacteri | les aceae

a
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Macromonas 0 0 0 0 0 12 |0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Methylocyst | unclassified 0 0 11 |0 0 0 0
ria eobacteri | les aceae

a
Proteobacte | Betaprote | Burkhold | Comamonad | Ideonella 0 0 1 |0 0 0 0
ria obacteria | eriales aceae
Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Acetobactera | Roseomonas 10 |0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | irillales | ceae

a
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Firmicutes | Bacilli Bacillale | unclassified | unclassified 0 0 10 |0 0 0 0 0 0 0 0
S
Proteobacte | Alphaprot | Rhizobia | Hyphomicro | Hyphomicrobium 0 0 10 |0 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | les biaceae
a
Proteobacte | Alphaprot | Rhodosp | Acetobactera | unclassified 12 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ria eobacteri | irillales | ceae
a
Zalacznik 25. Wptyw biopreparatow na pH, barwe i metno$¢ proby
pH Barwa [mg/1 Pt] Metnos¢ [NTU]
Serial | Seria2 | Serial | Seria2 | Serial | Seria?2

Scieki oczyszczone 7,85 7,63 45 51 2,75 0,91
Biopreparat EmBIio 7,25 7,11 214 242 8,0 7,46
Biopreparat FreeFlow (forma ptynna) - 7.28 - 250 - 20,6
Biopreparat FreeFlow (forma zliofilizowana) 7,88 - 89 - 18,1 -
Biopreparat EmProbiotyk 7,19 6,88 193 169 5,78 1,37
Biopreparat QUANTUM - 7,39 - 496 - 10,9
Biopreparat EmFarma 7,31 6,97 188 179 5,35 2,86
Biopreparat nr 5 7,66 7,34 350 328 9,80 9,39
Biopreparat A6 7,42 7,17 120 147 4,62 4,07
Biopreparat White Refresh 7,24 7,01 79 70 5,04 2,80
Biopreparat SCD2 7,48 7,14 71 71 3,91 2,99

Zalacznik 26. Liczebnos¢ bakterii coli i E.coli w zalezno$ci od dawki promieniowania UV

E.coli | coli | Bakterie mezofilne | Bakterie psychrofilne |  przetrwalniki
Proba [jtk/100cm?]
$cieki 0czyszczone 2,3 x10! 5x 108 2,3x10° 5,22 x 102 1x 10?
Seria 1 UV 100 0 0 9,1 x10? 1x10? 0
UV 80 0 0 6,3 x 102 6 6,1 x 10!
UV 60 0 0 3,7 x 10t 4 9
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UV 40 0 0 1x 10! 4 0
$cieki oczyszczone 2,1 x10! 1,2 x 102 1,16 x 10° 4,26 x 10° 1,06 x 102
UV 100 0 0 1 4 2 x 10t
Seria 2 UV 80 0 0 1 5 8
UV 60 0 0 00 30 2
UV 40 0 0 5 2 3
$cieki oczyszczone 1,5 x10* 1,5 x 102 1x10° 4,3x10° 9x 10*
UV 100 0 0 0 0 0
Seria 3 UV 80 0 0 2 2 0
UV 60 0 0 1 0 1
UV 40 0 0 5 2 0
$cieki oczyszczone 2,9 x10! 1,2 x 10?
UV 100 0 0
Seria 4 UV 80 0 0
UV 60 0 0
UV 40 0 0
$cieki oczyszczone 7 6 x 10!
UV 100 0 0
Seria 5 UV 80 0 0
UV 60 0 0
UV 40 0 0
$cieki oczyszczone 1,9 x10? 2,1x10°
UV 100 0 0
Seria 6 UV 80 0 0
UV 60 0 0
UV 40 0 0
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Zalacznik 27. Zmiany warto$ci RLU (ATP ogo6lnego) dla poszczegdlnych szybkosci dezynfekcji UV w kolejnych seriach badan

Proba ATP ogolne ATP zewnatrzkomorkowe
[RLU/100pl]
Scieki oczyszczone 15 853 639 9521 001
UV 100 8 027 422 5904 292
Seria 1 UV 80 7743 003 402 481
UV 60 5963 759 3 668 540
UV 40 4 040 224 2012 223
Scieki oczyszczone 2 786 039 82 033
UV 100 1381124 217 015
Seria 2 UV 80 1393 087 352 968
UV 60 459 409 320 722
UV 40 498 675 318 022
Scieki oczyszczone 967 121 928 270
UV 100 746 191 482 487
Seria 3 UV 80 673 996 318 815
UV 60 581 303 313054
UV 40 480 732 460 588
Scieki oczyszczone 7 575 256 202 972
UV 100 3753834 108 333
Seria 4 UV 80 3583 044 288 685
UV 60 3200919 181 363
UV 40 2 804 808 217 492
Scieki oczyszczone 2 313020 19 632
Seria 5 UV 100 1206 312 220919
UV 80 1086 913 223 716
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UV 60 1 003 892 76 709
UV 40 799 923 128 650
Scieki oczyszczone 3 256 886 40 114
UV 100 2780412 187 202
Seria 6 UV 80 2227713 183 811
UV 60 1841 654 471 224
UV 40 1690424 387 439
Zalacznik 28. Analiza FCM. Wplyw promieniowania UV na liczbe komoérek martwych [LNA] reg.1 i uszkodzonych (reg.2) oraz komoérek zywych [HNA]
reg.3
Proba Reg. 1 Reg.2 Reg.3
Scieki oczyszczone 29 945 349 454 5279
UV 100 168 548 18 368 3003
UV 80 225 541 27 184 3185
UV 60 195 313 24 919 2244
UV 40 152 489 14 155 1339

Zalacznik 29. Liczebno$¢ bakterii w probee kontrolnej, UV40 i UV100 w kolejnych godzinach dos§wiadczenia

Scieki oczyszczone bakterie coli formy przetrwalnikowe bakterie mezofilne bakterie psychrofilne
[jtk/100cm?3]

Oh 1,74x10° | 1,06x102 | 1,16x10° 4,26x10°
4°C

24h 4,5x103 1,42x10? 8,5 x103 1,8 x10°

48h 1,74 x10° 1,2 x10? 2,5 x103 2,93 x10°

72h 9,9 x10? 1,05 x10? 3,16 x103 4,23 x103

7dni 9,6 x10? 6,5x10! 1,76 x10° 2,51 x10°
20°C

24h 1,74 x10? 2,2 x10? 3,34 x10? 3,86 x10?

48h 3,7 x10* 1,7 x10? 2,3 x10* 2,48 x10?
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72h 1,1 x10! 8,5 x10* 2,89 x10? 7,4 x10?
7dni 2 x10? 4 x10* 1,076 x10° 1,05 x10°
20°C + dodatkowe naswietlanie
24h 3 x10? 1 x10? 3 x10? 2,6 x10°
48h 1,1 x10? 1,26 x10° 2,83 x10° 3,15 x108
72h 3,5 x10! 9,8 x10* 2,81 x10° 3,12 x10°
7dni 0 8,3 x10! 0 0
UVv40
Oh 0 2 5 2
4°C
24h 0 6,9 x10* 1 2
48h 2 1,8 x10? 1 x10? 0
72h 1 3,5 x10! 0 1 x10t
7 dni 0 0 3,56 x102 4,23 x10?
20°C
24h 0 1 x10t 7,8 x10* 1,7 x10t
48h 6,19 x10? 2,2 x10* 8,34 x10? 9,13 x10?
72h 5,50 x102 1,1 x10t 7,15 x10? 9,68 x10?
7 dni 4,13 x10? 2 1,286 x10° 1,234 x10°
20°C + dodatkowe naswietlanie
24h 0 1 x10* 0 1
48h 5,2 x10! 3 4,3 x10? 1,76 x10°
72h 1,57 x10°8 1,1 x10! 1 x103 8,7 x102
7 dni 0 1 5 x10? 5 x10?
uVv100
Oh 0 5 1,9 x10t 1 x10t
4°C
24h 0 4,2 x10! 1 2,4 x10*
48h 6 1 x10t 1 x10? 2 x102
72h 5 2 x101 2 x102 1 x10t
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7dni 0 0 0 0
20°C

24h 0 2,1 x10* 3 2

48h 6,8 x10° 1,5 x10t 1,241 x10° 8,2 x10?
72h 3,64 x10? 5 5,7 x10? 5,56 x10?
7dni 7,1 x10* 0 1,053 x10° 6,4 x10?

20°C + dodatkowe naswietlanie

24h 0 1,3 x10! 8 0

48h 3 x10? 5 3 x10? 1,91 x10°
72h 0 9 4,2 x10° 9,5 x10?
7dni 2,4 x10! 0 5 x10? 2,15 x10?

Zalacznik 30. Wpltyw biopreparatow na liczebno$¢ bakterii coli w §ciekach oczyszczonych i po dezynfekcji promieniami UV po 24h

czas proba Temp. _Bakteriescoli
[jtk/100cm?]
1 seria
Scieki oczyszczone 7,4 x 103
0Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 0
Scieki oczyszczone 1,8 x 102
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 0
Scieki oczyszczone z Biopreparatem A7 20°C 3 x 10?
24h Scieki oczyszczone z biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 20°C 3x 102
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z Biopreparatem A7 4°C 5
Scieki oczyszczone po dezynfekciji UV z Biopreparatem Free Flow w formie ptynnej 4°C 3,2x10%
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z Biopreparatem A7 20°C 3,4 x 10?
Scieki oczyszczone po dezynfekciji UV z Biopreparatem Free Flow w formie ptynnej 20°C 3,1x10%
2 seria
oh ?cieki 0CZyszczone 3x10°
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 0
24h Scieki oczyszczone 4,5 x 10?

233




Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV

Scieki oczyszczone z biopreparatem FreeFlow w formie zliofilizowanej 2,9 x 10?

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z Biopreparatem Free Flow w formie 20°C z dodatkowym 3 x 107

zliofilizowanej naswietlaniem X

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dostepu Swiatta 3.3 x 102

biopreparatu FreeFlow :

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 6

biopreparatu FreeFlow naswietlaniem

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dostgpu Swiatla 0

biopreparatu A7

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 0

biopreparatu A7 na$wietlaniem

Scieki oczyszczone 5,5 x 10!

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV 8

Scieki oczyszczone z biopreparatem FreeFlow w formie zliofilizowanej 1,3x10°

Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z Biopreparatem Free Flow w formie 20°C z dodatkowym 11 x 10°

zliofilizowanej na$wietlaniem :

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dostepu swiatla 9.7 x 102
48h biopreparatu FreeFlow '

Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 42 % 10°

biopreparatu FreeFlow naswietlaniem :

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dostepu Swiatta 1 x 10°

biopreparatu A7

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym

biopreparatu A7 naswietlaniem 0

Scieki oczyszczone 3,8 x 10?
72h Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dostepu $wiatla 5

biopreparatu A7

234




Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z

20°C z dodatkowym

, . . 1
biopreparatu A7 na$wietlaniem 3,1x10
3 seria

Scieki oczyszczone 1,6 x 103
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 0

Scieki oczyszczone 6,9 x 102

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV 0

Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 7,2 x 102

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 0
24h biopreparatu A7 naswietlaniem

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C bez dodatkowego 0

biopreparatu A7 naswietlania

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dodatkowego 0

biopreparatu A7 naswietlania

Scieki oczyszczone L

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV 2

Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 6,8 x 10!
48h Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 0

biopreparatu A7 na$wietlaniem

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C bez dodatkowego 0

biopreparatu A7 naswietlania

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dodatkowego 0

biopreparatu A7 na$wietlania

Scieki oczyszczone 3

Scieki oczyszczone po dezynfekeiji UV 1x 10!

Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 6,3 x 10"
72h Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 3

biopreparatu A7 na$wietlaniem

Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C bez dodatkowego 1

biopreparatu A7 naswietlania
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Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dodatkowego 0
biopreparatu A7 naswietlania
Scieki oczyszczone 4
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV 0
Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 0
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z dodatkowym 5
7 dni biopreparatu A7 naswietlaniem
Scieki oczyszezone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C bez dodatkowego 5
biopreparatu A7 naswietlania
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez dodatkowego 0
biopreparatu A7 naswietlania
Zalacznik 31. Zmiany warto$ci RLU po 24h w §ciekach po dezynfekcji UV i z dodatkiem biopreparatow — inkubowane w temp. 4 1 20°C
Temp. ATP ATP
data préba ogdlne zewnatrzkomorkowe
[RLU/100ul]
Seria 1
oh ?cieki 0CZySZCzone 1520 464 40 154
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 709 404 96 236
Scieki oczyszczone 1220532 44 303
Scieki oczyszczone z Biopreparatem A7 20°C 16 641 292 42 805
Scieki oczyszczone z biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 20°C 86 099 648 119173
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z Biopreparatem A7 4°C 1380 740 430531
24h  [&cieki oczyszczone po dezynfekcji UV z Biopreparatem Free Flow w formie 4°C
plynnej 12 712 877 753 785
Scieki oczyszczone po dezynfekceji UV z Biopreparatem A7 20°C 2 848 767 69 695
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z Biopreparatem Free Flow w formie 20°C
plynnej 67 186 784 206 384
Seria 2
oh ?cieki 0CZySzZczone 11 503 658 39 349
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 5149 428 99 663
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Scieki oczyszczone 10 924 312 72119
Scieki oczyszczone z biopreparatem FreeFlow w formie zliofilizowanej 39 166 720 107 111
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z Biopreparatem Free Flow w formie do datzk%vSyZm
2liofilizowanej nagwietlaniem 13 254 358 91 319
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez
o biopreparatu FreeFlow dostepu $wiatla 6 032 540 37 865
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C 2
biopreparatu FreeFlow dodatkowym
naswietlaniem 12 760 206 59 061
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez
biopreparatu A7 dostepu $wiatta 4117 675 34 055
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C 2
biopreparatu A7 dodatkowym
naswietlaniem 3415 565 57 738
Scieki oczyszczone 9 527 637 415 569
Scieki oczyszczone z biopreparatem FreeFlow w formie zliofilizowanej 75 678 912 541 736
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z Biopreparatem Free Flow w formie do datzk(()JVSyZm
2liofilizowanej nagwietlaniem 65 215 396 101 593
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez
" biopreparatu FreeFlow dostepu $wiatta 12 063 352 66 483
48 , °
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z
biopreparatu FreeFlow dodatkowym
naswietlaniem 4048 730 164 606
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez
biopreparatu A7 dostepu $wiatta 2 431 587 52773
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 20°C z
biopreparatu A7 dodatkowym
naswietlaniem 10271 291 163 589
Scieki oczyszczone 8 639 550 208 365
72h | Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z 4°C bez
biopreparatu A7 dostepu $wiatta 6 574 653 24 988
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Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z

20°C z

. dodatkowym
biopreparatu A7 naswictlaniem 57 03 544 20 455
Seria 3
Scieki oczyszczone 11 730 017 29 525
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 6 308 345 90179
Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 16 915 094 58 641
Scieki oczyszczone 13 062 212 100 843
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 12 424 455 62 143
Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 2 469 394 64 872
20°C z
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowym
24h | biopreparatu A7 naswietlaniem 5472 842 46 410
) 20°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 naswietlania 5667 626 41 855
, 4°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 na$wietlania 7 585 209 41 075
Scieki oczyszczone 12513152
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 5673189
Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 7518 584
20°C z
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowym
48h | biopreparatu A7 naswietlaniem 13 159 055
’ 20°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 na$wietlania 7989 792
’ 4°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 naswietlania 13 223 649
72h | Scieki oczyszczone 16 639 749
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Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV 1944 661
Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 2019 354
20°C z
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowym
biopreparatu A7 na$wietlaniem 3481 558
' 20°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 na$wietlania 4093229
' 4°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 naswietlania 7273 338
Scieki oczyszczone 2 492 398
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV 2 027 829
Scieki oczyszczone z mikroorganizmami wyizolowanymi z biopreparatu A7 2 250 709
20°C z
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowym
7 dni | biopreparatu A7 naswietlaniem 3064 395
) 20°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekcji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 naswietlania 3221503
4°C bez
Scieki oczyszczone po dezynfekeji UV z mikroorganizmami wyizolowanymi z dodatkowego
biopreparatu A7 na$wietlania 5621 272

Zalacznik 32. Analiza FCM po 24h w $cieach po dezynfekcji UV i z dodatkiem biopreparatow — inkubowane w temp. 4°C, 20°C z dodatkowym naswietlaniem
oraz 20°C z ograniczonym dostepem $wiath

czas proba temperatura seria Reg.1. Reg.l. | Reg.2 Reg.2. | Reg.3 Reg.3[%]
, [%] [%]
Oh Scieki oczyszczone 1 |14583 18 43998 54 19 546 24
2 | 12877 15 40 335 50 12 138 15
Scieki po dezynfekcji 1 |140932 16 48 219 54 22994 25
2 |12743 14 43178 48 16 258 18
24h | Scieki oczyszczone 1 18855 18 24 240 49 14 952 30
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Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej

Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem
EmBio w formie plynne;j

48h

Scieki oczyszczone

Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynne;j

Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej

20°C z
ograniczonym
dostepem
Swiatla

2 | 5746 11 17 378 35 5128 10
1 |10379 24 21908 51 9423 22
2 6885 16 12 485 29 3945 9

1 |15719 23 34 410 50 16 370 24
2 13879 20 26 000 38 6 658 9

1 51082 49 27 361 26 22 016 21
2 | 50093 48 20 316 19 14 211 13
1 | 102479 35 78 101 27 101536 |35
2 |108314 37 78 073 27 74 080 25
1 1118824 24 63 505 12 301329 |61
2 128813 26 98 240 19 236054 | 47
1 14249 8 45515 25 112771 | 63
2 | 11483 6 84 411 47 44 218 24
1 |19882 34 23 016 39 13 817 23
2 18727 32 23 328 40 4 500 7

1 |29013 34 33592 39 19 422 23
2 | 27741 32 30 768 36 8 367 9

1 | 18480 31 26 009 44 12 186 20
2 |17031 29 26 663 45 2594 4

1 |94663 15 379 166 63 85 397 14
2 | 155126 25 280 083 46 19 520 3

1 |82722 25 75132 22 166 978 | 50
2 | 61288 18 66 711 20 145025 |43
1 192873 14 65 386 9 453921 | 68
2 | 101702 15 70 855 10 400465 | 60
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Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem
EmBio z wyizolowanymi od podtoza
mikroorganizmami

72h

Scieki oczyszczone

Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej

Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem
EmBio z wyizolowanymi od podtoza
mikroorganizmami

7 dni

Scieki oczyszczone

Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

1 [551326 |79 70928 | 10 54208 |7
2 | 347852 |50 69809 | 10 24888 |3
1 | 23461 |33 3682 |51 8 479 11
2 | 26171 |36 35594 | 50 2 601 3
1 36901 |31 42392 | 36 34125 |29
2 | 37191 |32 58173 | 50 6597 5
1 | 26683 |26 36299 | 36 32156 |32
2 | 25837 |25 49581 | 49 7523 7
1 | 128357 |46 96420 | 35 30204 |10
2 | 110237 |40 64624 | 23 11549 |4
1 [59756 |19 134850 | 44 102654 |33
2 | 61521 |20 147230 | 48 46677 | 15
1 |18199 |3 30360 |6 443783 | 88
2 | 17557 |3 169242 |33 208948 | 41
1 | 24497 | 24 44224 | 44 27458 | 27
2 | 22513 |22 46539 | 47 13736 |13
1 | 18912 |28 22603 | 33 22590 | 33
2 | 18692 |27 25902 | 38 11131 |16
1 | 32264 |53 15743 | 26 6 695 11
2 | 29581 | 49 13343 | 22 1877 3
1 [31491 |21 40580 | 27 68621 | 47
2 | 30904 |21 73321 | 50 19456 |13
1 | 160434 |45 152057 | 43 25010 |7
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Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 2 1194423 55 105 692 30 10 768 3
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 | 42717 11 200 568 53 122 848 | 32
E(')ngigﬁfrrgofgzzi'mnﬁ iw'zo'owanym' od 2 45700 |12 215832 | 57 66510 | 17
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 |54908 9 127 839 22 358852 | 63
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 2 | 71997 12 359 001 63 94 937 16
Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem 1 | 22436 20 39 455 35 44 244 40
EmBio z wyizolowanymi od podtoza
mikroorganizmami 2 | 22161 20 57 157 51 12 709 11
24h | Scieki oczyszczone 20°C z 1 6931 20 15 588 46 10 666 31
dodatkowym 2 | 4668 13 11173 |33 3763 11
Scieki po dezynfekcji naswietlaniem 1 |120953 25 25 034 50 11 396 22
2 9121 18 15 232 30 4 615 9
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 ]99661 61 50 557 31 11 689 7
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podioza mikroorganizmami 2 | 102951 63 32907 20 6 494 3
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 |48081 49 25073 25 20 805 21
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej 2 | 46727 48 18 053 18 13638 14
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 | 135471 38 115176 33 95 602 27
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podloza mikroorganizmami 2 147320 |42 108578 |31 64 045 18
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 129 028 23 64 436 11 352 527 63
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 2 140 407 25 111 166 20 270819 | 49
Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem 1 | 17903 10 60 293 34 93 017 52
EmBio z wyizolowanymi od podtoza
mikroorganizmami 2 |15235 |8 91326 |52 31469 |17
48h | Scieki oczyszczone 1 |461442 |81 40 427 7 27 003 4
2 | 288 612 |50 38234 6 13980 2
Scieki po dezynfekcji 1 |507812 80 61 204 9 35625 5
2 | 423297 67 53 009 8 15570 2
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Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej

Scieki oczyszczone wzbogacone wyizolowanymi
bakteriami z Biopreparatu EmBio

72h

Scieki oczyszczone

Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej

Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie plynnej

Scieki oczyszczone wzbogacone wyizolowanymi
bakteriami z Biopreparatu EmBio

7 dni

Scieki oczyszczone

Scieki po dezynfekcji

1 | 457157 78 46 910 8 36 263 6
2 | 384290 66 38 869 6 14 689 2
1 [403219 57 219 020 31 52 637 7
2 | 328316 46 186471 26 14 001 1
1 | 227307 38 127870 21 192718 | 32
2 | 200936 34 172 423 29 111356 |18
1 | 127674 20 48 231 7 409990 |63
2 | 127873 20 56 053 9 357033 | 57
1 459251 78 39 497 6 46 414 7
2 | 330395 56 46 244 7 22764 3
1 | 23707 31 40179 52 10 893 14
2 | 22624 29 36 965 48 4492 5
1 |32239 28 57 060 50 21716 19
2 |30776 27 62 568 55 4176 3
1 |23829 27 40 740 47 18 434 21
2 | 22708 26 45 030 52 4 851 5
1 163924 43 101 951 26 104080 | 27
2 | 139258 36 110 270 29 37 487 9
1 40773 22 47 752 26 89 863 49
2 39172 21 86 753 47 22736 12
1 | 7854 1 29 819 6 452851 |91
2 | 8117 1 218 120 44 200792 | 40
1 [21952 25 48 117 55 15 186 17
2 | 21497 24 46 834 54 5290 6
1 | 16427 28 16 353 28 23 322 40
2 12941 22 19 182 33 11976 20
1 | 14920 54 6 687 24 4923 17
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2 9976 36 7069 25 1558 5
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 | 21393 47 11 186 24 9939 22
E;gﬁ’;ggiﬁg:;;i‘zo nfag'zo'owa”ym' od 2 13406 | 29 12057 |26 4029 8
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 180 797 41 237 888 54 12 602 2
Biopreparatem EmBio w formie ptynne;j 2 | 212342 48 178 538 41 3085 0
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 | 25949 22 47 542 41 34 220 29
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami 2 | 21563 18 54 269 47 14 865 12
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 16 937 3 184 474 41 224 791 50
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 2 |20331 4 354 163 80 38 838 8
Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem 1 11 509 19 18 684 31 28 147 47
ﬁﬁ?&g%ﬁ;ﬁ’;ﬁaﬂyml od podioza 2 | 10650 |17 32009 |53 6716 11

24h | Scieki oczyszczone 4°C 1 |13378 25 25073 46 14 116 26

2 8008 14 15 407 28 6 102 11
Scieki po dezynfekcji 1 |13182 24 28 073 51 12 566 23

2 |8172 15 14 644 26 5435 9
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 15707 29 24 199 45 13 036 24
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami 2 |11881 22 14115 26 6 613 12
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 55341 53 23 144 22 21 832 21
Biopreparatem EmBio w formie plynnej 2 | 51809 50 19 276 18 13 236 12
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 12 655 14 27 568 32 43 509 51
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami 2 10192 11 30399 35 25 407 29
Scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 | 48696 14 120 475 36 159888 | 47
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 2 |50613 15 179 327 53 74513 22
Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem 1 17791 28 25043 40 17 304 28
EmBio z wyizolowanymi od podtoza
mikroorganizmani 2 11140 |18 16617 | 27 8513 13

48h | Scieki oczyszczone 1 ]29719 31 46 419 49 16 130 17
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Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynnej

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej

Scieki oczyszczone wzbogacone wyizolowanymi z
Biopreparatu EmBio mikroorganizmami

72h

Scieki oczyszczone

Scieki po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem EmBio w formie ptynne;j

$cieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami

Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej

Scieki oczyszczone wzbogacone wyizolowanymi
bakteriami z Biopreparatu EmBio

2 | 27487 29 42 565 44 6571 6
1 |12658 26 752 10 328

2 10122

1 |35159 38 36 375 39 16 777 18
2 | 3459 37 33 558 36 6 189 6
1 | 65398 36 85499 47 2 2582 12
2 | 67833 37 74 984 41 5292 2
1 |56189 34 50 887 31 4 4788 27
2 | 51061 31 47972 29 34 049 20
1 | 62647 20 46 111 15 179924 | 59
2 | 65428 21 67 744 22 144219 47
1 29736 32 39 901 43 18 758 20
2 | 20628 22 37214 40 9 967 10
1 | 25555 32 32075 41 17 568 22
2 | 20956 26 31765 40 9318 11
1 | 42346 43 36 533 37 14 510 14
2 | 35321 36 33211 33 7178 7
1 | 31483 39 31214 39 13 378 16
2 | 26200 33 28 197 35 5631 7
1 | 72037 39 82 520 45 18 422 10
2 | 71358 39 48 451 26 2924 1
1 | 68501 39 51 358 29 39572 23
2 | 61908 36 46 060 26 28 306 16
1 | 83174 23 52 468 14 203241 | 56
2 | 72552 20 63 829 17 128893 | 35
1 | 30559 29 51 757 50 17 822 17
2 |30978 29 47734 46 8 167 7
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7 dni | Scieki oczyszczone 1 |3887 45 3515 41 670 7
2 1170 13 701 8 41 0
Scieki po dezynfekcji 1 | 34898 39 34772 39 14 937 17
2 (29688 33 33165 37 5908 6
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 | 34150 39 35055 40 14 080 16
Biopreparatem EmBio z wyizolowanymi od
podloza mikroorganizmami 2 | 26008 30 32267 37 6 398 7
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 107 821 41 108 792 4 34 683 13
Biopreparatem EmBio w formie ptynne;j 2 115716 44 90 726 34 10935 4
scieki oczyszczone po dezynfekcji wzbogacone 1 |55301 29 65 950 34 56 231 29
Biopreparatem FreeFlow z wyizolowanymi od
podtoza mikroorganizmami 2 | 50046 26 65 961 34 41 467 21
Scieki oczyszczone po dezynfekeji wzbogacone 1 | 83660 21 83 550 21 208 462 53
Biopreparatem FreeFlow w formie ptynnej 2 92 178 23 112 010 28 156 180 40
Scieki oczyszczone wzbogacone Biopreparatem 1 | 50962 24 102 466 48 52 228 24
EmBio z wyizolowanymi od podtoza
mikroorganizmami 2 |51236 24 110345 |52 23661 |11
Zalacznik 33. Wplyw czasu ozonowania na efekt dezynfekcji
Scieki Scieki 1min./ 3min./ | 3min./ 5min./  |5min./ | 7min./ 7min./ 9min./ |9min./
wersja 1 oczyszczone | oczyszczone* | 1Imin./dm3 | dm3* dm3 dm3* dm3 dm3* dm3 dm3* dm3 dm3*
E.coli 6,5 x 10° 5,9 x 103 13x10° |9x10%j |39x102 |36x102 |241X  |250x107 [119x 100 |15 x 10" 1 0
[jtk/100cm?] 10
ol .+ [3,5x10* 4,1x10* 8x10° [1x10* [19x10° | 21x10° |1,3x10° | 1,45x10%|1,8x 10% | 1,1x 102 9 0
[jtk/200cm’]
mezofile
[itk/1cm?] 3,745 x 10* 3,15 x 10* 9,329 x10® | 9,52 x 10® |1,233x10%|1,5x 10° |7,93 x10?|7,62x10% | 2,3 x 10* 1,8x 10 |1,3x10* 5
(agar A)
mezofile
[itk/1cm?] 3,855 x 10* 4 x 10 8,905 x10° | 1,125 x10* | 3,195x10%| 3,32 x 10° | 1,16 x10®|9,9x 10? | 7,2x10* |6,5x 10! |2,3x10* | 1,7 x 10?
(agar R)
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psychrofile

[jtk/1cm?] 1535x 10* [1,398 x 10* |1,45x10° | 9,9 x 10?> |2,54 x10? | 3,5x10? 1,56x10% |1,13x10% [1,2x 10?° |9,8 x 10* 6 0
(agar A)

psychrofile

[jtk/1cm?] 1,8 x 10 1,625 x 10* |3 x10° 3,85x10°% |1x10° 1,32 x10° |1,8x10% |2,5x10% |6,3 x 10° 5,9 x 10t 8 2
(agar R)

Scieki Scieki 1min./ 3min./ 3min./ 5min./ |5min./ | 7min./ 7min./ 9min./ |9min./
wersja 2 oczyszczone | oczyszczone* | Imin./dm3 | dm3* dm3 dm3* dm3 dm3* dm3 dm3* dm3 dm3*
E.coli 5,1x 10° 4,5 x 10° 125x10° |1,3x10° |1x10° |1,1x10° |98x10' [1x10? |23x10' | 1,8x 10" 0 0
[jtk/200cmq]

Eict)ILI/100cm3] 1,2 x 10* 125x10°  [43x10° |39x10° [3x10° [2,85x10° [9,5x 10? |55x 102 |9,5x 100 | 8x 10! | 0 2
mezofile

[jtk/1cmq] 1,325 x 10* 1,495 x 10* |6,1x10® |59x10® |3,77x10% |3,55x 10% |5,95x10? |3,25x10? | 8,2 x 10* 7,5 x 10t 9 1
(agar A)

mezofile

[jtk/1cmq] 1,64 x 10* 1,895 x 10* |6,8x10°® |6,5x10° |3,34x10°% |3,625x10°% 3,8 x 10% |3,35x10% |1,9x 10* |2,5x 10! |1,2x10* 3
(agar R)

psychrofile

[jtk/1cmq] 1,59 x 10* 1,71 x 10* 3,1x10° [3x10° 44x10% [32x10%> |59x10!|6,2x10! [3,1x10* |2x10? 3 0
(agar A)

psychrofile

[jtk/1cmq] 1,275 x 10* 1,77 x 10* 3,52x10° |3,3x10® |6,1x10% |4,25x10% |6,6 x10* |4,4x 10 |3,7x 10! [3,2x10' |2x10* 1
(agar R)

*powtorzenie

Zalacznik 34. Skuteczno$¢ dziatania ozonu w eliminacji bakterii

R [ijkk/tfgr']’isanemf””e Efk‘jtfg:ﬁs?sy‘:hmf””e Bakterie coli [jtk/100cm®] | Bakterie E.coli [jtk/100cm?]
Scieki oczyszczone 1,2 x 10* 2,8 x 10* 1,4 x 108 2,5 x 102

1 min./dm3 4,3 x 10 8,2 x 102 7 x 102 5x 10t

3 min./dm3 1,8 x 102 7,4 x 102 3,6 x 102 2,2 x 10t

5 min./dm3 1,05 x 102 1,35 x 10? 3x10! 71
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7 min./dm3 2 x 10t 8,5 x 10t 7 1
9 min./dm3 3 7 1 0
11 min./dm3 0 0 0 0
13 min./dm3 0 0 0 0
15 min./dm3 0 0 0 0

Zalacznik 35. Zmiany warto$ci RLU dla roznych czasow dezynfekcji ozonem w serii 1

ATP

Seria 1 ATP ogolne ATP zewnatrzkomorkowe
Scieki oczyszczone 3753935 106 409
1 min./dm3 2581 969 187 374
3min./ dm3 2222102 583 962
5min./ dm3 1416770 1071313
7min./ dm3 1262 681 2243 320
9min./ dm3 638 101 858 725

Seria 2 ATP ogolne ATP zewnatrzkomodrkowe
Scieki oczyszczone 3857 982 139 467
3 min./dm3 1884 085 1253077
5 min./ dm3 1574538 1260 738
7 min./ dm3 1308 803 1033 349
9 min./ dm3 638 101 858 725

Zalacznik 36. Zmiany warto$ci RLU dla roznych czasow dezynfekcji ozonem w serii 2

Préba ATP ogdlne ATP zewnatrzkomérkowe
Scieki oczyszczone 1129109 43 786

1 min./dm3 767 904 335 206
3min./ dm3 1427 547 922 235
5min./ dm3 1489 198 1 035 365
7min./ dm3 1027 895 1075797
9min./ dm3 1249 084 862 475
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11 min./ dm3 833 750 891 061
13 min./ dm3 832 097 625 647
15 min./ dm3 819 452 656 840

Zalacznik 37. Analiza FCM. Wplyw na liczbe komdrek martwych [LNA] i komérek zywych [HNA] podczas dezynfekcji ozonem

Serial HNA HNA* HNA% LNA LNA* LNA%
Scieki oczyszczone | 598 340 613 117 80% 86 988 81 624 10%
1 min./dm3 579 386 602 287 78% 107 770 10 3711 15%
3min./ dm3 288 489 154 593 40% 287 020 339 900 45%
5min./ dm3 286 279 336 893 36% 329 221 338 315 42%
7min./ dm3 528 181 637 724 85% 94 435 98 190 15%
Seria 2 HNA HNA* HNA% LNA LNA* LNA%
Scieki oczyszczone | 556 467 620 339 80% 59471 56 644 10%
3min./ dm3 495918 555 809 70% 151 996 151 802 20%
5min./ dm3 533181 565 053 70% 161 722 154 539 20%
7min./ dm3 437 831 529 960 80% 18571 16 469 20%
9min./ dm3 324 052 381 444 7% 5831 5439 10%
Zalacznik 38. Analiza FCM. Wplyw czasu ozonowania na liczbe komorek martwych [LNA] i komoérek zywych [HNA]
HNA HNA% LNA LNA%
Scieki oczyszczone 1687 93 31% 219 823 40%
1 min./dm3 16 832 8% 108 197 57%
3min./ dm3 8471 3% 140 898 62%
5min./ dm3 5499 5% 67 785 62%
7min./ dm3 4 957 5% 63 960 64%
9min./ dm3 1110 2% 23594 62%
11 min./ dm3 1521 3% 30 149 61%
13 min./ dm3 1588 2% 42 956 71%
15 min./ dm3 1372 2% 28 827 61%
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Zalacznik 39. Zmiany liczebnosci bakterii psychrofilnych, mezofilnych, bakterii z grupy coli i E. coli oraz form przetrwalnikowych podczas badania

stabilnosci dla 9 minut ozonowania

4°C

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie mezofilne [jtk/1cm?] 4,485 x 10° 0
24h 4x10° 3,1 x10*
48h 3x10® 5
72h 1,85x 10° 1,82 x 102
7dni 1,2 x 102 5

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
0Oh Bakterie psychrofilne [jtk/1cm?] 8,63 X 0
24h 5,33 x 10° 8
48h 3,5x10° 1x10!
72h 1,45x10° 1,1 x 10*
7dni 1,78 x 10° 6

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie E.coli [jtk/100cm?] 1,59 x 103 0
24h 2,53 x10° 0
48h 8 x 102 0
72h 1,05 x 10° 0
7dni 1,5x10? 5

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie coli [jtk/100cm?®] 3,71 x 103 0
24h 2,53 x10° 1
48h 1,6 x 103 0
72h 2,45 x 10° 0
7dni 3 x 102 0

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Formy przetrwalnikujace bakterii 1,07 x 108 0
24h [jtk/1cm?] 4,7 x 10? 1
48h 4x10° 5
72h 2,4 x10? 3
7dni 1,5 x 10? 1
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15°C

Scieki oczyszczone

Scieki oczyszczone po dezynfekcji

Oh Bakterie mezofilne [jtk/1cm?] 4,4850 x 10* 0
24h 3,9x10° 3,9 x10*
48h 3 x 102 1,8 x 102
72h 3,4 x10? 1,75 x 10% jt
7dni 7 x 10* 5

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie psychrofilne [jtk/1cm?®] 8,63 x 10° 0
24h 8,6 x 10° 2,07 x 102
48h 1,6 x10° 3,12x10°
72h 3,6 x 10? 2,33 x 102
7dni 1 x 102 3x10?

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie E.coli [jtk/100cm?] 1,59 x 10° 0
24h 1,11 x10° 0
48h 1x10? 2 x10*
72h 3,4 x10° 2,69 x 10°
7dni 9x 10! 1

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie coli [jtk/100cm?®] 3,71 x 103 0
24h 2,59 x 10° 9
48h 1x 10? 4,8 x 10*
72h 4x10° 1x103
7dni 1x10* 1,3x 102

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Formy przetrwalnikujace bakterii 1,07 x 10° 0
24h [jtk/lcm?] 3,3x10? 9
48h 3 x10? 5
72h 9x 10! 8
7dni 1,2 x 102 5

28°C

Scieki oczyszczone

Scieki oczyszczone po dezynfekcji
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Oh Bakterie mezofilne [jtk/1cm?] 4,485 x 10° 0
24h 1,53 x10° 2,87 x 102
48h 8 x 102 5,3 x 102
72h 2 x 102 9x10!
7dni 2x 10! 1x10!
Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie psychrofilne [jtk/1cm?] 8,63 x 102 0
24h 2,46 x 10° 9,38 x 102
48h 3x 10! 3,5x10?
72h 4,41 x 10? 3,62 x 10?
7dni 3x10* 5 x 10?
Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie E.coli [jtk/100cm?] 1,59 x 10° 0
24h 8 x 102 1,6 x 10*
48h 1 x 102 1x10!
72h 2 x10* 5
7dni 9 x 10* 3
Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Bakterie coli [jtk/100cmq] 3,71x10° 0
24h 4x10° 3,88 x 10°
48h 8,5 x 10? 2 x10*
72h 7 x 102 3x10°
7dni 3,5x10° 4x 10!
Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji
Oh Formy przetrwalnikujace bakterii 1,07 x 102 0
24h [jitk/1cm?] 4,7 x 10! 8
48h 0 4
72h 9 2
7dni 1,3x10! 2

Zalacznik 40. Zmiany liczebnosci bakterii coli, E. coli, mezofilnych i psychrofilnych podczas badania stabilnosci 1 1min

Scieki oczyszczone po dezynfekcji |

4°C

15°C

28°C

Oh

| Bakterie mezofilne [jtk/1cm?] |

0

0
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24h 2 x 102 1 x 102 1x10°
48h 3 3,22 x 102 7,94 x 10*
72h 4 1x10° 9,3 x 10
7dni 3 3,15 x 10° 1,5x10°
Oh Bakterie psychrofilne 0 0 0

24h [itk/1cm?] 4x10! 3,6 x 10? 4,76 x 10°
48h 6 7,27 x 10? 5,78 x 102
72h 2 x 101 15x10° 2x10°
7dni 2,3 x 102 2,5x10° 6,7 x 10°
Oh Bakterie E.coli [jtk/100cm?] 0 0 0

24h 0 0 2

48h 0 0 1,1x10!
72h 0 8 3,5 x 10*
7dni 1 1,3x10! 9

Oh Bakterie coli [jtk/100cm?] 0 0 0

24h 0 0 2 x 102
48h 0 0 6 x 10°
72h 4 4,7 x 10! 1,66 x 10?
7dni 7 9,6 x 10? 3,9 x 10*

Zalacznik 41. Zmiany warto$ci RLU $ciekdw po ozonowaniu; wariant 1; badanie w temperaturach 4, 151 28°C

Scieki oczyszczone Scieki oczyszczone po dezynfekcji ozonem przez 9 minut
ATP ogolne | ATP zewnatrzkomorkowe ATP ogolne | ATP zewnatrzkomodrkowe

4°C

Oh 4844 923 5 4328 699 413 679 062

24h 5540 214 55 486 1 365 041 1289 265

48h 1789 565 38 199 1 357 098 1185 492

72h 1042 616 119 912 999 533 1 026 587

7dni 1213739 67 186 167 342 38 518
15°C

Oh 4 844 923 54328 699 413 679 062

24h 4011923 31683 904 863 984 689

48h 2 589 462 165 801 550 509 19031
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72h 3699 290 129 109 1059 611 26 707
7dni 370 951 16 677 1720821 89 725
28°C
Oh 4 844 923 54 328 699 413 679 062
24h 3 226 552 147 190 2712 333 37 263
48h 468 596 118 950 1291 307 31144
72h 528 086 21 686 1751 849 99 740
7dni 1718 772 19 246 481 570 14 344

Zalacznik 42. Zmiany warto$ci RLU $ciekow po ozonowaniu; wariant 2; badanie w temperaturach 4, 151 28°C

Scieki oczyszczone po

dezynfekcji ozonem przez ATP ogolne ATP zewnatrzkomorkowe
11 minut
4°C
Oh 871362 637804
24h 1238446 1222817
48h 1293705 1181383
72h 1208355 1201585
7dni 730517 776763
15°C
Oh 871362 637804
24h 963604 1016303
48h 801724 705447
72h 1387238 241247
7dni 3170366 61566
28°C
Oh 871362 637804
24h 438561 27668
48h 1203223 27236
72h 910905 33363
7dni 1001102 30644
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Zalacznik 43. Analiza FCM w stabilno$ci mikrobiologicznej §ciekéw dezynfekowanych ozonem

czas LNA LNA% HNA HNA% 11 reg. 11 reg.%
4°C

Oh 35128 94 2100 6

24h 4 847 66 405 5

48h 8170 69 6 280 5

72h 12 968 48 5909 21

7dni 5 769 80 1062 14 309 4
15°C

Oh 35128 94 2100 6

24h 5 963 61 501 5

48h 6 529 53 1737 14 526 4

72h 4276 2 10 593 6 99 034 56

7dni 11 185 6 118 534 6 59 720 3
28°C

Oh 35128 94 2100 6

24h 7 238 65 590 5

48h 16 183 24 14 230 22 29 199 45

72h 15 984 27 12 274 21 20 130 35

7dni 4915 29 5280 3 6 765 4
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Zalacznik 44. Liczba bakterii coli w probie kontrolnej (§ciekach oczyszczonych) i po ozonowaniu oraz z dodatkiem biopreparatu w skali logarytmiczne;j

Coli Proba kontrolna Proba  kontrolna  z | Proba Proba po ozonowaniu Proba po ozonowaniu z Proba po
[jtk/100c Biopreparatem z | kontrolna Biopreparatem z 0zonowaniu z
mq] wyizolowanymi z wyizolowanymi Biopreparatem
mikroorganizmami Bioprepar mikroorganizmami w formie
atem w ptynnej
formie
plynnej
Seria 1 | Seria 2 Serial [ Seria2 Seria 2 Seria 1 | Seria 2 | Serial [ Seria2 Seria 2
4°C
Oh 5,6 x 10! 1,4x10° |56x10! 1,4 x10° 14x10° |0 0 0 0 0
24h 1x 4x 10! 1,1 x 102 0 4x10° 0 0 0 0 0
48h 4 x 10! 55x10' | 6x10! 1x10? 4,5x10* 2 0 0 1,1x10? 9x10*
72h 1,6 x 10t 45x10t |7 4,5x 10! 1,81x10%2 |2 3 1 0 1x102
7dni 7 0 2 2 x 102 4,6x10* 1 0 0 0 1,3x10?
15°C
Oh 5,6 x 10* 14x10® |56x10 |14x10° 14x10® |0 0 0 0 0
24h 4 x 10t 0 7 x 10! 2 x10? 3,4x10° 1 0 2 1x10° 7x10?
48h 3x10? 2,6 x101 | 3,8x10° 1x103 6x10* 1 0 19x10t | 3,2x10? 3x10°
72h 4,1 x 10* 4 5x 10t 1,34x10% | 4,2x10° 5x 10t 4,7 x 10 5x 10* 3x10? 3,56x102
7dni 4 28x10t | 1,1x10? 1,46 x 10> | 2,3x10° 4,8 x 10 9,6 x 10* 5x 10* 5 x 102 3x10°
28°C
Oh 5,6 x 10! 1,4x10° | 56x10! 1,4 x 10 14x10° |0 0 0 0 0
24h 4x 10! 1x10? 6 x 10* 3,6 x10° 6x10* 1,9 x10* 9 5x 10* 4,2 x10° 5x10°
48h 4 x 10t 1,2x10* | 1x10! 0 4,8x10° 1x10! 6 x 10! 3j 45x10° 1,2x10°
72h 5x10* 1,7x10t |2 2,06 x10% |2,68x10° |5x10! 1,66 x 102 0 1,82 x10° 1,52x10°
7dni 5x 10* 0 1 3,74x10% | 2x10° 1,1 x 10* 3,9 x 10! 0 1,36 x 10? 1x10°
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Zalacznik 45. Zmiany wartosci RLU. ATP og0lne, serial i 2, temp 4,15128°C

Scieki oczyszczone

Scieki oczyszczone z Biopreparatem

Scieki oczyszczone po dezynfekcji

Scieki oczyszczone po dezynfekcji

ozonem ozonem z Biopreparatem
Seria 1 Seria 2 Seria 1 Seria 2 Seria 1 Seria 2 Seria 1 Seria 2
ogolne ogolne zewnatrzko | ogolne ogoblne zewnatrzko | ogdlne ogoblne zewnatrzko | ogdlne ogoblne zewnatrzko
morkowe morkowe morkowe morkowe
4°C
Oh 3952 003 1172875 | 49 569 3952 003 1172875 | 49569 1275807 | 871362 637 804 1275807 | 871 362 637 804
24h | 1395 040 1117008 | 41796 1926992 | 1363575 | 99501 989 724 1238446 | 1222817 1179680 | 530039 511 331
48h | 868 142 730475 55942 2458531 | 1717055 | 51209 780 767 1293705 | 1181383 | 727777 540 132 10 708
72h | 860 483 789 834 25 560 1440198 | 1068021 | 58153 740 022 1208355 | 1201585 | 558431 520 986 542 774
7dni_ | 990 334 358 284 55479 3174545 | 1294487 | 59 088 699 208 730517 776 763 888 780 394 752 370 630
15°C
Oh 3952 003 1172875 | 49 569 3952 003 1 172875 | 49 569 1275807 | 871362 637 804 1275807 | 871 362 637 804
24h | 1112239 | 864462 812 826 8354863 | 210089 | 112059 580 910 871 362 637 804 395 343 557 878 497 915
48h | 1568993 | 663 104 43992 5629583 | 2211423 | 118144 3811870 | 963 604 1016303 | 7075239 | 5524612 | 50934
72h | 3014840 | 548959 24 489 2426344 | 1274830 | 70 708 12114011 | 801724 705 447 7252205 | 11 886 39770
145
7dni | 2249910 | 645104 64 230 4341501 | 1485851 | 96717 8554584 | 13872 241 247 6949 811 | 10 304 81 015
388 816
28°C
Oh 3952 003 1172875 | 49569 3952 003 1172875 | 49 569 1275807 | 871362 637 804 1275807 | 871362 637 804
24h | 1962509 | 753763 50 037 2549536 | 2311587 | 62338 12734864 | 438561 | 27668 4188176 | 13116 15 847
823
48n | 4892479 | 379 362 32 065 4155019 | 1877343 | 40 046 12 685158 | 1203223 | 27 236 5362 087 | 15006 65 556
157
72h | 1417698 | 859 945 16 944 1084006 | 2646956 | 79203 5124362 | 910905 33 363 1242512 | 9846372 | 65778
7dni | 531 498 438 781 30999 2480151 | 3878877 | 95044 1581625 | 1001102 | 30644 1655543 | 4488414 | 96 382
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Zalacznik 46. Analiza FCM. Proby po ozonowaniu i z dodatkiem biopreparatu inkubowane w temperaturze 4 °C

Temp. 1 Reg. 1 Reg. [%0] 2 Reg. | 2 Reg. [%0] 3 Reg. | 3 Reg.
[%6]
Oh Scieki oczyszczone 4°C 220 683 60 150 112 40
24h 126 402 30 144 048 34
48h 66 106 28 190 685 39
72h 70 808 29 105 357 43
7 dni 59 394 33 103 091 58
Oh Scieki oczyszczone z biopreparatem 4°C
24h 146 967 46 125 676 39
48h 43 503 26 58 349 34
72h 73 661 28 86 189 33
7 dni 77 444 37 109 542 52 22 913 11
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji ozonem 4°C
24h 4 847 66 405 5
48h 8170 69 6 280 5
72h 12 968 48 5909 21
7 dni 5769 80 1062 14 309 4
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji ozonem z 4°C
24h biopreparatem 12 083 69 534 4
48h 6418 57 339 3
72h 18192 62 1040 3
7 dni 0576 89 881 9 120 1
Oh Scieki oczyszczone 15°C 220 683 60 150 112 40
24h 84 083 33 96 026 38
48h 48 683 24 73547 36 10 818 5
72h 58 235 22 93 310 36 26 538 10
7 dni 56 873 39 70 687 49 16 295 10
Oh Scieki oczyszczone z biopreparatem 15°C
24h 58 466 31 64 853 34
48h 51 499 22 88 115 37 13 757 5
72h 55 757 24 87 995 33 25 820 9
7 dni 57 168 30 90 450 5 44908 2
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Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji 0zonem 15°C

24h 5963 61 501 5

48h 6 529 53 1737 14 526 4
72h 4 276 2 10 593 6 99 034 56
7 dni 11 185 6 118 534 6 59720 3
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji ozonem z 15°C

24h biopreparatem 7220 47 117 0

48h 8110 10 357 4 53 551 70
72h 20 274 8 77745 33 109 492 47
7 dni 24 261 10 77 160 3 145 282 6
Oh Scieki oczyszczone 28°C 220 683 60 150 112 40

24h 74 283 39 96 026 43

48h 37819 21 60 730 33 21 320 11
72h 33520 23 42 160 29 12 181 8
7 dni 25 444 59 10 632 2 7122 2
Oh Scieki oczyszczone z biopreparatem 28°C

24h 53 036 25 68 602 33

48h 41 368 21 58 659 29 33505 17
72h 87 002 31 54 079 19 25797 9
7 dni 34 647 47 18 938 3 20 285 3
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji ozonem 28°C

24h 4 999 59 603 21

48h 16 183 24 14 230 22 29 199 45
72h 159 984 27 2122 747 21 20130 35
7 dni 4 915 29 5280 3 6 765 4
Oh Scieki oczyszczone po dezynfekcji ozonem z 28°C

24h biopreparatem 56 376 62 10 526 30 192 793 21
48h 13419 7 72 760 41 80 040 45
72h 27 156 13 47 777 22 99 149 47
7 dni 19 599 27 12 261 2 41 802 6
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Zalacznik 47. Wplyw dlugosci/dawek ozonowania na barwe §ciekow

parwa [Pt mg/l]
Scieki

oczyszczone 55
1 min./dm3 23
3min./ dm3 18
5min./ dm3 13
7min./ dm3 12
9min./ dm3 9
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9. Abstrakt

W Europie niemal 88% wody wykorzystywanej do réznych celow, w tym rolniczych
i przemystowych, pochodzi z rzek i wod podziemnych. W wiclu krajach obserwuje si¢
sezonowe braki stodkiej wody oraz pogorszenie jej jakosci. W zwiazku z tym, ponowne
wykorzystanie $ciekow staje si¢ jedna z kluczowych strategii poszukiwania nowych zrodet
wody. Skutecznos$¢ procesOw oczyszczania §ciekow nie zawsze zapewnia tez optymalng jakos$¢
wod w odbiornikach. Woda odprowadzana z oczyszczalni moze nadal zawierac
zanieczyszczenia chemiczne i1 mikrobiologiczne, ktére moga negatywnie wplywaé na
ekosystemy wodne oraz zdrowie publiczne. Zty stan mikrobiologiczny wod prowadzi do
corocznego zamykania kapielisk, zwlaszcza latem, podczas wysokich temperatur. Jest to
problem o zasiggu globalnym, wynikajacy m.in. z niewystarczajacego oczyszczania $ciekow
i ich wptywu na jako$¢ wod powierzchniowych.

Kluczowym wyzwaniem jest osiggniecie takiej jakosci oczyszczania, ktéra minimalizuje
negatywne oddzialywanie na s$rodowisko wodne, jednocze$nie umozliwiajac ponowne
wykorzystanie wody w sposdb zrownowazony i bezpieczny. W tym kontekscie, zastosowanie
biopreparatow jako ekologicznego srodka zyskuje na znaczeniu. Biopreparaty maja potencjat
do poprawy jako$ci mikrobiologicznej oczyszczonych $ciekow oraz pozytywnego wptywu na
procesy rekultywacji wod. To bezposrednio wspiera realizacje idei obiegu zamknigtego
i zwigksza potencjal ponownego wykorzystania $§ciekow w cyklu. Ozonowanie i dezynfekcja
promieniowaniem UV sa juz dzi§ kluczowymi metodami stosowanymi w procesach
oczyszczania $ciekOw, majacymi na celu poprawe jakosci wody oraz ochrone zdrowia
publicznego 1 $rodowiska. Jednak przeprowadzone badania wykazaty brak dlugotrwale
utrzymujacej si¢ stabilnosci mikrobiologicznej i odtwarzanie si¢ mikroflory. W niektorych
przypadkach najbardziej efektywnym rozwigzaniem moze okaza¢ si¢ zastosowanie metod
taczonych, takich jak kombinacja ozonowania 1 promieniowania UV w potaczeniu
z biopreparatami.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej potwierdzity, ze
mozliwa jest higienizacja $ciekow bytowych pochodzacych z miejskich, komunalnych
oczyszczalni §ciekéw. Proces higienizacji, rozumiany jako poprawa jakosci mikrobiologicznej
sciekow oczyszczonych, jest jednak mozliwy tylko przy zachowaniu $cisle okreslonych

warunkow.



Abstract eng.

In Europe, nearly 88% of water used for various purposes, including agricultural and
industrial, comes from rivers and groundwater. Many countries are experiencing seasonal
shortages of fresh water and deterioration of its quality. As a result, wastewater reuse is
becoming one of the key strategies for finding new sources of water. The efficiency of
wastewater treatment processes also does not always ensure optimal water quality in receiving
waters. Water discharged from wastewater treatment plants can still contain chemical and
microbiological contaminants that can negatively affect aquatic ecosystems and public health.
The poor microbiological state of the waters leads to annual closures of bathing areas, especially
in summer, during high temperatures. This is a global problem, resulting, among other things,

from insufficient wastewater treatment and its impact on surface water quality.

The key challenge is to achieve a quality of treatment that minimizes negative impacts on
the aquatic environment, while allowing water to be reused in a sustainable and safe manner.
In this context, the use of biopreparations as an ecological measure is gaining importance.
Biopreparations have the potential to improve the microbiological quality of treated wastewater
and positively influence water reclamation processes. This directly supports the realization of
the closed-loop concept and increases the potential for wastewater reuse in the cycle. Ozonation
and UV disinfection are already key methods used in wastewater treatment processes to
improve water quality and protect public health and the environment. However, studies have
shown a lack of long-term microbial stability and microflora reproduction. In some cases,
combined methods, such as a combination of ozonation and UV radiation combined with

biopreparations, may be the most effective solution.

Research carried out as part of this doctoral dissertation has confirmed that hygienization
of domestic wastewater from urban, municipal wastewater treatment plants is possible.
However, the process of hygienization, understood as improving the microbiological quality of

treated wastewater, is possible only under strict conditions.
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