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Przeglgd metod badania osadéw sciekowych
stosowanych w Polsce

Tlos¢ i sklad osadow Sciekowych powstajacych w procesie oczyszezania Sciekow sa zréz-
nicowane i uzaleznione od roéznych parametréow, mi¢dzy innymi takich jak jako$é Sciekéw
czy sposob ich oczyszczania. Cechuja si¢ one niejednorodnym skladem chemicznym oraz
stopniem zanieczyszczenia mikrobiologicznego, dlatego dobor metod ich przerébki wymaga
kazdorazowo oceny istotnych parametréw. Celem artykulu bylo przedstawienie metod badan
osadow Sciekowych i stosowanych norm badawczych w Polsce w aspekcie zagrozenia dla
Srodowiska i ludzi. W zwiazku z brakiem norm w zakresie badania osadéw $ciekowych pod
katem mikroflory stosuje si¢ metody zapozyczone z réznych galezi przemyshu; oSrodki
laboratoryjne wykrywanie mikroorganizméw chorobotwoérczych wykonuja na podstawie
wlasnych procedur badawczych, ktore opieraja si¢ na aktach prawnych dotyczacych: wody
i $ciekow, gleby, odpadow komunalnych, pasz i Zywno$ci oraz ogélnych zasad dotyczacych
badan mikrobiologicznych. Wykazano réznice mierzonych parametréw w zaleznosci od po-
chodzenia Sciekéw, gléwnie na podstawie wynikow analiz dost¢pnych w literaturze. Wyroz-
niono metody badan osadéw Sciekowych pod katem: mikrobiologicznym, fizykochemicznym,
stezenia substancji refrakcyjnych, parametréw, ktére decyduja o mozliwo$ci wykorzystania
osadow Sciekowych do produkeji energii odnawialnej czy termicznej utylizacji, badania
parametréw poSrednich oraz nowoczesne metody molekularne.
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Wprowadzenie

Osady sciekowe stanowig odpad z kategorii Q9 (Ustawa z dnia 27 kwietnia
2001 r. Zal. nr 1), a powstaja na skutek szeregu proceséw fizycznych, fizyko-
chemicznych i biologicznych, zachodzacych w oczyszczalniach $ciekow. Szacun-
kowo stanowig one okoto 2% ogdétu sciekéw bytowo-gospodarczych lub/i przemy-
stowych trafiajacych do oczyszczalni. Poniewaz ponad polowa zanieczyszczen
doptywajacych do oczyszczalni jest przetwarzana na biomase [1], mozna stwierdzic,
ze oczyszczanie sciekdw to produkcja osadow, a ostateczne unieszkodliwianie za-
nieczyszczen doplywajacych do oczyszczalni zachodzi dopiero w procesie przerdbki
osadow. Jej celem jest przygotowanie osadow do wywozu z terenu oczyszczalni
w jak najmniejszej ilosci, sanitarnie bezpiecznego, o najnizszej zagniwalnosci,
a w przypadku termicznej utylizacji optymalne przygotowanie osadu do spalenia
(wilgotnosé, zawarto$¢ suchej masy organicznej). Przerobka osadow powinna byé
prowadzona w sposdb chronigcy pracownikdéw i srodowisko przed zagrozeniem
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sanitarnym, szczego6lnie gdy odwadniany jest osad niehigienizowany. Przy nie-
odpowiednim sktadowaniu lub przetwarzaniu osady Sciekowe moga by¢ zrodiem
zanieczyszczen Srodowiska przez mikroorganizmy chorobotworcze oraz ich formy
przetrwalnikowe. Ilo$¢ i sklad fizykochemiczny oraz biologiczny osadow jest
zréznicowany i uzalezniony od jakosci sciekow, funkcjonowania oczyszczalni,
metod oczyszczania i obrobki osadu, np. wynikiem stracania chemicznego moze
by¢ wzrost ilosci osadu nawet o okoto 20% [2]. Osady $ciekowe cechuja sie nie-
jednorodnym sktadem chemicznym, m.in. zréznicowanym stezeniem metali ciezkich,
zawartoscig: aldehydow, ketonow, kwasow organicznych, weglowodordéw oraz
stopniem zanieczyszczenia mikrobiologicznego i obecnoscia jaj pasozytow [3].
Wymaga to kazdorazowo oceny parametréw fizykochemicznych i biologicznych
warunkujacych dobdr metod jego przerobki. Z tych wzgledéw powstajace osady
sciekowe sg udreka dla wigkszosci eksploatatorow oczyszczalni $ciekow na catym
swiecie. Dodatkowo koszty ich zagospodarowania oraz przerébki sa wysokie
i mogg stanowi¢ nawet 30+50% kosztow eksploatacji oczyszczalni.

Do 2012 roku osady s$ciekowe mogly by¢ wykorzystane jako nawdz, gdyz
korzystnie wptywaty na poprawe bilansu substancji organicznej w glebie [4-6]. Obec-
nie ich wykorzystanie przyrodnicze jest znacznie ograniczone [7]. Od 1 stycznia
2013 r. osady sciekowe, bez odpowiedniego przygotowania, nie moga by¢ wykorzy-
stywane jako nawoz, co wynika z art. 96 ust. 4. Ustawy z dnia 14 grudnia 2012 r.
o odpadach [8]. Nie moga by¢ rowniez skladowane, co wynika z Rozporzadzenia
Ministra Gospodarki z dnia 8 stycznia 2013 r. w sprawie kryteridow oraz procedur
dopuszczania odpadow do sktadowania na sktadowisku odpadow danego typu [9].

O zagospodarowaniu osadéw Sciekowych decyduje nie tylko sklad fizyko-
chemiczny, ale i higieniczno-sanitarny, okreslany zazwyczaj na podstawie organi-
zmo6w wskaznikowych, takich jak: bakterie z grupy Coli, Clostridium perfringens,
paciorkowce katowe oraz jaja helmintow [10, 11]. Dodatkowym problemem jest
obecnos$¢ w osadach sciekowych mikroorganizmoéw chorobotwoérczych z rodzajow
Salmonella i Shigella, bakterii wywotujacych chorobe promienice czy niebezpiecz-
nych dla zdrowia grzybow [11]. Rygorystyczne kryteria zwigzane z przyrodniczym
uzytkowaniem osadow sciekowych wplynely na zainteresowanie innowacyjnymi
technologiami zagospodarowania tych odpadow, m.in. na drodze fermentacji meta-
nowej lub kompostowania, ktére pozwalaja réwnoczesnie na inaktywacje mikro-
organizmdow stwarzajacych zagrozenie dla srodowiska i ludzi [12-14].

Celem artykutlu bylo przedstawienie metod badan osadéow Sciekowych i stoso-
wanych norm badawczych w Polsce w aspekcie zagrozenia dla srodowiska i ludzi.

1. Metody badan osadéw sciekowych

Dotychczas jakos¢ osadow $ciekowych oceniano pod wzgledem obecnosci
mikroorganizméw, w tym chorobotworczych, zawartosci metali cigzkich, wartosci
i stosunku pierwiastkow nawozowych C:N:P, zawartosci toksycznych zwigzkoéw
refrakcyjnych i mineralnych, pH, zawartosci suchej masy, wlasciwos$ci sedymenta-
cyjnych, ciepta spalania, zasadowosci czy wiasnosci filtracyjnych [11, 15]. Bada-
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nia osadéw $ciekowych obejmuja: badania mikrobiologiczne, fizykochemiczne,
stezenia substancji refrakcyjnych, badanie parametréw posrednich oraz rzadziej
nowoczesne metody molekularne.

2. Badania mikrobiologiczne

Osady Sciekowe sa siedliskiem réznych grup mikroorganizméw zaréwno auto-
chtonicznych, jak i allochtonicznych oraz organizméw wielokomérkowych [16].
Najliczniejsza i najbardziej r6znorodng grupa wystepujaca w osadach $ciekowych
sa bakterie heterotroficzne, chemoautotroficzne, saprofity oraz bakterie chorobo-
tworcze. Ogolna liczba bakterii (zardwno psychrofilnych, jak i mezofilnych)
w osadach wynosi 10°-10'? jtk/g s.m. osadu, a liczbe gatunkow szacuje sie na okofo
300 [16]. Jak donosza liczni autorzy, w osadach Sciekowych mozna znalez¢é takze
rozne gatunki grzybéw [10, 17, 18], gltéwnie plesniowe oraz dermatofity, ktdre
moga by¢ szczegdlnie niebezpieczne dla zdrowia ludzi i zwierzat [17] (tab. 1).

Oznaczenia ilosciowo-jakosciowe mikroorganizméw wystepujacych w osadach
sciekowych zaréwno psychrofilnych, jak i mezofilnych wykonywane sg zazwyczaj
metoda hodowlana (posiewu powierzchniowego) 10-krotnych rozcienczen Kocha
na podstawowych podlozach: Agar odzywczy - bakterie mezofilne i psychrofilne,
YPD - drozdze, Capek - grzyby strzepkowe, Parker - Staphylococcus (gronkowce),
Endo - Escherichia coli czy SS - Salmonella, Shigella. Liczebnos¢ mikroorgani-
zmow oznacza si¢ w jtk/g: po 24+48 h inkubacji w temperaturze 37°C bakterie:
mezofilne, E. coli, Salmonella, Shigella, Staphylococcus; po 48-72 h w temperaturze
20°C bakterie psychrofilne; w temperaturze 30°C drozdze; a grzyby po 5-7 dniach
inkubacji w temperaturze 25°C. Identyfikacje mikroorganizmow prowadzi si¢ trady-
cyjna metoda biochemiczng i/lub serologiczng. Obecnie biochemiczng identyfikacje
mikroorganizméw mozna przeprowadzi¢ za pomoca wygodnych zminiaturyzowa-
nych zestawow (API).

Poniewaz metodyka mikrobiologicznych badan osadéw sciekowych nie jest
ujednolicona, z tego wzgledu w laboratoriach korzysta si¢ z tzw. wewnetrznych
procedur, ktore opierajg si¢ na aktach prawnych dotyczacych ogoélnych zasad pro-
wadzenia badan mikrobiologicznych oraz badan: wody i $ciekow, gleby, odpadow
komunalnych, pasz i zywnosci [18, 20] (tab. 2).

Ocene¢ zagrozenia biologicznego osadéw Sciekowych prowadzi si¢ zazwyczaj
metodami tradycyjnymi, ograniczajac si¢ tylko do wykrywania bakterii z rodzaju
Salmonella oraz jaj pasozytow jelitowych ATT (Ascaris lumbricoides, Toxocara
sp., Trichuris sp.) [3, 17, 20]. W przypadku oznaczania bakterii rodzaju Salmonella
stosowane sg procedury zgodnie z normg PN-Z 19000-1:2001 (wykorzystywana do
wykrywania Salmonella spp. w glebie) lub PN-EN ISO 6579:2003/A1:2007 (sto-
sowang do wykrywania tej grupy bakterii w paszach i zywnosci) [20, 21]. Z kolei
liczbe zywych jaj pasozytow jelitowych ATT oznacza si¢ zgodnie z norma
PN-Z 19000-4:2001 (dotyczaca oceny stanu sanitarnego gleby) lub BN-89/9103-09
(dotyczacg zagospodarowania odpadéow komunalnych). Chociaz Kalisz i in. podaja,
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ze norma PN-Z 19000-4:2001 dotyczy tylko bakterii Ascaris lumbricoides i Tri-
churis sp., w rzeczywistosci stosuje si¢ ja do analizy wszystkich jaj helmintow [3].
Rzadziej w osadach $ciekowych kontroluje si¢ bakterie z grupy Coli (Escherichia
coli, E. coli typu katowego), Clostridium perfringens, paciorkowce kalowe czy
gronkowce [15, 19].

Tabela 1. Sklad biologiczny osadéw $ciekowych [10, 11, 16-19]
Table 1. Biological composition of sewage sludge [10, 11, 16-19]

Bakterie Promieniowce Grzyby Pierwotniaki ch(())rr(;glf(l)ltl\le(l')lrize
[16] [16] [11,17, 18] [16] [10, 11, 18, 19]
Pseudomonas, Nocardia, Aspergillus, Orzgski: Salmonella, Shigella,
Comamonas, Rhodococcus | Fusarium, — osiadfe: Enterococcus faecalis,
Lophomonas, Penicilium, Vorticella, E. faecium, Clostridium
Nitrosomonas, Mucor, Carchesium, tetani, C. perfringens,
Azotobacter, Rhizopus Opercularia, C. botulinum, Bacillus
Achromobacter, Phialophora Epistylis, Podophyra, | anthracis, Pseudomonas
Flavobacterium, richardsiae, — pelzajace: aeruginosa,
Micrococcus, Geotrichum Aspidisca costata, Mycobacterium
Bacillus, candidum, Trachelophyllum tuberculosis, E. coli,
Mycobacterium, Epidermophyton, | pusillum, Streptococcus,
bakterie z grupy Cryptococcus — swobodnie Staphylococcus, Listeria
Coli - aerogenes, neoformans, plywajace: monocytogenes,
Spirillum, Trichosporon Litonotus, Euplotes, | Leptospira, Proteus,
Spirochaeta, Colpidium, Vibria cholera,
Zooglea ramingera Chilodonella, Campylobacter,
Paramecium Yersinia enterocolitica
Bakterie nitkowate: Dermatofity: Wiciowce: Zywe jaja helmintow:
Mitrothrix parvicella, Trichophyton Bado, Monosiga, Ascaris lumbricoides,
Beggiatoa sp., Microsporum, Hexamitus, Toxocara sp.,
Nostocoida limicola, Candida Pleuromonas, Trichuris sp.
Haliscomenobacter Trepomonas
hydrossis
Korzeniondzki
Ameby nagie:
Amoeba,
Ameby skorupkowe:
Arcella, Difflugia,
Euglypha
Pierwotniaki
chorobotworcze:
Giardia Lamblia,
Entamoeba
histolytica,
Cryptosporidium

Do oznaczenia bakterii z grupy Coli stosuje si¢ metody zgodne z norma
PN-75/C-04615 lub PN-77/C-04615/07 badz hybryde obu norm [20]. Podobnie
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miano Clostridium perfringens oznacza si¢ stosunkowo rzadko, a podstawg badan
jest stosowanie normy PN-74/C-04615 zapozyczonej z badan dotyczacych wody
i $ciekow [20, 23]. Zestawienie parametrow oceny stanu sanitarnego osadéw Scie-
kowych przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 2. Wykaz norm stosowanych do badan poszczegolnych grup mikroorganizmow [21, 22]

Table 2. The list of standards used for testing specific groups of microorganisms [21, 22]

Rodzaj analizy

Norma

Rodzaj analizy

Norma

Oznaczanie ilosciowe PN-C-04615-02:1975" | Bakterie PN-C-04615-20:1977"
mikroorganizméw metoda nitryfikacyjne

bezposredniego liczenia

pod mikroskopem

Przygotowanie probek PN-EN ISO 6887- Bakterie wytracajace | PN-C-04615-24:1980"
zawiesiny wyjsciowej i roz-  |4:2005/A1:2011% zelazo

cienczen dziesieciokrotnych

Ogolne metody przygotowa-
nia rozcienczen do badan
mikrobiologicznych

PN-ISO 6887:1998"

E. coli - metoda
najbardziej prawdo-
podobnej liczby

PN-ISO 7251:2006%

Oznaczanie ilosciowe

PN-EN ISO 6222:20049

E. coli - metoda

PN-ISO 4832:2007%

mikroorganizmdw na agarze plytkowa

odzywczym

Liczba drobnoustrojow PN-EN ISO Salmonella, PN-EN ISO

oraz pobor probek 4833:2004/Ap1:2005? | Shigella 6579:2003/A1:2007 ?
w temp. 30°C PN-Z-19000-1:2001
Liczba bakterii metoda PN-ISO 8199:2001% | Salmonella, PN-Z-19000-1:2001
hodowli Shigella

Bakterie mezofilne

PN-A-75052-05:1990%

Oznaczenie promie-
niowcoéw metoda
kolonii na pozywce
statej

PN-C-04615-27:19819

Bakterie psychrofilne

PN-A-75052-05:1990?

Oznaczania ilosciowe
przetrwalnikow
redukujacych
siarczany (clostridia)
metoda namnazania
w podtozu ptynnym -

PN-EN 26461-1Y

odporne na

chlorowanie
Bakterie proteolityczne PN-C-04615-17:1975% | Staphylococcus - PN-EN ISO 6888-
metoda Fraziera gronkowce 3:2004/AC:2005”
Bakterie amonifikacyjne PN-C-04615-18:1975Y | Drozdze PN-ISO 21527-2:2009%

metodg probkowa

Normy badawcze dotyczace: " mikrobiologii ogélnej, ? mikrobiologii zywnosci i pasz, * gleby,

) wody i $ciekow
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Tabela 3. Wykaz norm stosowanych w biologicznej analizie osadéw $ciekowych

Table 3. The list of standards used for biological analysis of sewage sludge

Rodzaj badan Jednostka | Metoda badawcza Aktualne normy Zakres normy
. .. PN-EN ISO-
;’Vr.‘(y)lérzzlwaglt} baktelflll _ Jakodciowa 6579:2003/A1:2007? -
Ju Satmonetia PN-Z-19000-1:2001”

Wykrywanie jaj pasozytow
jelitowych Ascaris sp., - - - -
Trichuris sp. i Toxocara sp.
llos¢ zywych jaj Ascaris . BN-89/9103-09" ..
lumbricoides szt./kg s.m. | Mikroskopowa PN-7-19000-4 2001 od 1 jaja/100 g
ITI"SC zywych jaj szt./kg s.m. | Mikroskopowa PN-Z-19000-4:2001” | od 1 jaja/100 g

oxocara Sp.
llosc zywych jaj szt./kg s.m. | Mikroskopowa PN-Z-19000-4:2001% | od 1 jaja/100 g
Trichuris sp.
Bakierie z grupy Coli szt/kg s.m, | Lermentacyina- - py gsie 46150 0.3/1.0
typu katowego probowkowa

. o Fermentacyjna - PN-77/C-04615/07"
Liczba Escherichia coli szt./kg s.m. probowkowa PN-75/C-04615/05" 0,3/1,0 g

. . Mikroskopowa, 1
Miano Clostridium . PN-74/C-04615 ..
perfringens szt./kg s.m. Il:}dig)da probéwkowa, PN-EN 26461-1:2001" od 1 jaja/100 g

Normy badawcze dotyczace: © wody i Sciekéw, 2 mikrobiologii zywnosci i pasz, * gleby, ¥ zagospo-
darowania odpadéw komunalnych

Pomimo istniejacego realnego zagrozenia biologicznego ze strony osadow Scie-
kowych dla srodowiska i ludzi zatrudnionych w oczyszczalniach sciekéw, wykony-
wane sg zazwyczaj tylko rutynowe badania wynikajace z Rozporzadzenia Ministra
Srodowiska z dnia 13 lipca 2010 r. w sprawie komunalnych osadéw sciekowych
[24]. Badania obejmuja oznaczenia bakterii rodzaju Salmonella i jaj pasozytow jeli-
towych ATT [18, 23]. Zwraca si¢ przy tym uwagg na niedoskonalos¢ stosowanych
metod, np. oznaczenia ATT po zabiegach wirowania i flotacji prowadzone sa metoda
mikroskopowsa, polegajaca na wizualnej ocenie, ktéra ze wzgledu na zawartosé
w osadach Sciekowych jaj robakéw saprofitycznych wolno zyjacych, jaj owadow,
roztoczy czy komorek roslin jest obarczona duzym btedem [3]. W oczyszczalniach
sciekdw kontrolowane sa wylacznie podstawowe parametry wynikajace z rozporza-
dzenia. Z przedstawionego zestawienia danych udostepnionych przez oczyszczalnie
sciekow, gdzie oczyszcza si¢ $cieki powstajace przy produkcji napojow i przetwo-
row warzywnych (dane niepublikowane), oraz wynikow literaturowych [11, 23]
mozna wnioskowaé, ze nie ma wickszego problemu ze stanem sanitarnym osadow
sciekowych (tab. 4). Wskazuja na to wyniki rutynowych badan prowadzonych bez-
posrednio w oczyszczalniach Sciekow bez wzgledu na stosowane zabiegi higieni-
zacji. Zardbwno w osadach surowych, jak i w osadach poddawanych wapniowaniu
nie wyizolowano bakterii rodzaju Salmonella i jaj pasozytow jelitowych ATT.
Wynikajacy z ww. rozporzadzenia zakres badan osadow Sciekowych jest jednak




Przeglad metod badania osadéw $ciekowych stosowanych w Polsce 123

niewspolmiernie maty do zagrozen biologicznych, jakie moga nie$¢ ze sobg osady
scickowe. Takze dane literaturowe dotyczace osadow s$ciekowych sa fragmenta-
ryczne; jedynie badania osadéw s$ciekowych z przetworstwa migsnego [11] swiad-
czg o przeprowadzeniu szerszego zakresu badan mikrobiologicznych osadow. Wy-
nika z nich takze, ze dodatek wapna wyraznie poprawia jakos¢ osaddéw sciekowych
[11]. Reasumujac, istnieje luka w polskich normach dotyczacych badan biologicz-
nych osadéw Sciekowych, a akty prawne sa niewystarczajace.

Tabela 4. Analiza biologiczna réznych typéw osadéw Sciekowych [11, 23]
Table 4. Biological analysis of different types of sewage sludge [11, 23]

Osad $ciekowy
po produkcji Z przetworstwa
Jednostka napojow [*] po migsnego [11] z komunalnej
miary produkcji 7 oczyszczalni
bez z warzyw bez ; Sciekow
dodatku |dodatkiem | [+] | dodaku | ST o3
wapna | wapna wapna (1.2:2.30)
Bakterie z rodzaju w100 g n/w n/w n/w n/w n/w b.d.
Salmonella
Liczba zywych jaj -y
pasozytow K S'm n/w n/w n/w 350+3270 n/w n/w
jelitowych ATT s
Ilo$¢ zywych jaj -y
Ascaris ’ n/w n/w n/w 200+2700 n/w n/w
oo kg s.m.
lumbricoides
IZEOSC zywych jaj st/ n/w n/w n/w 20+570 n/w b.d.
oxocara sp. kg s.m.
HO.S y Zyyvychj 4 st/ n/w n/w n/w n/w n/w b.d.
Trichuris sp. kg s.m.
Miano Coli - b.d. b.d. b.d. 10°+10° | 1-10° 1-10°
Miano Clostridium | - szt b.d. b.d. bd.  |710%710°  nw 11107
perfringens kg s.m.

[*] - wyniki niepublikowane, n/w - nie wyizolowano, b.d. - brak danych

3. Badania molekularne

Poza metodami tradycyjnymi do monitorowania skladu mikrobiologicznego
przydatne moga by¢ nowoczesne metody molekularne, szczegdlnie w badaniach
materiatu sktadajacego sie z bakterii o zblizonych cechach fenotypowych. Metody
molekularne w kwestii czutosci oraz pod wzgledem pracochlonnosci géruja nad
metodami klasycznymi (posiewy na plytkach). Polegaja one na analizie wybranych
gendw. Bada si¢ gen odpowiadajacy za malg podjednostke rybosomalng 16S r RNA
na fancuchu rDNA lub geny odpowiadajace za produkcje bialek zwigzanych
z ATP-aza czy dehydrogenazami. Do metod molekularnych naleza metody: FISH,
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PCR wraz z ré6znymi odmianami elektroforezy, ARDRA i T-RFLP oraz metoda
RISA [25, 26].

Metoda FISH, czyli fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, polega na hybrydyza-
cji sondy molekularnej oligonukleotydowej (15-30 nukleotydéw) o znanej sekwen-
cji genow znakowanych fluorescencyjnie z fragmentem genomu mikroorganizméow.
Wada metody jest trudno$¢ w doborze hybrydyzacji dla szczepdw, ktorych opis
genowy nie znajduje sie w bankach danych. Uzywajac metody FISH, mozna ziden-
tyfikowaé szczepy patogenne dla zwierzat, roslin i ludzi, z powodzeniem oznaczy¢
ich sklad jakosciowy i ilosciowy, jak tez monitorowaé technologie uzdatniania
wody [26].

Inng metoda molekularng badania genotypdw jest namnazanie czg¢sci tancucha
kwasu nukleinowego za pomoca PCR (Polymerase Chain Reaction). Metoda PCR
polaczona jest z elektroforeza, podczas ktdérej nastepuje w wyniku gradientu tem-
peratury lub zwiazku chemicznego rozdziat rownych odcinkow kwasu nukleino-
wego na sekwencje DNA badz RNA o réznych czasach migracji w zelu poliakry-
lowym. Powoduje to roznice w odleglosci migracji czastek DNA lub RNA podczas
elektroforezy. Za pomoca tej metody mozna okresli¢ zarowno zmiany ilosciowo-
-jako$ciowe populacji mikroorganizmow, jak i liczebnos¢ okreslonych grup fizjolo-
gicznych, np. bakterii nitryfikacyjnych czy akumulujacych polifosforany. Na przy-
ktad bakterie akumulujace polifosforany Accumulibacter phosphatis zbadano na
podstawie filogenetycznej analizy genu kinazy polifosforanowej za pomoca meto-
dy PCR. Metoda ta moze by¢ wykorzystywana takze do $ledzenia zmian iloscio-
wych i jakosciowych w populacjach mikroorganizmow pod wplywem srodowiska.
Wada metody PCR jest brak mozliwosci okreslania niewielkiej liczby osobnikow
w badanym materiale [26].

Zagadnienia badan molekularnych opisujg w artykutach Raszka i in. oraz Wiec-
kowicz [25, 26]. Metody te jednak nadal pozostajg w zasiegu pojedynczych jedno-
stek badawczych. W tym przypadku normy prawne takze nie sg okreslone. Jedyne
normy dotyczace stosowania metody PCR do badan dotycza mikrobiologii zywno-
$ci i pasz. Sa to ogdlne normy: PN-EN ISO 22174, PN-EN ISO 20837, PN-EN ISO
20838, w ktoérych zawarte sa jedynie wzmianki na temat pobierania probek oraz
amplifikacji i wykrywania drobnoustrojow metodami jakosciowymi za pomoca
metody PCR.

4. Badania fizykochemiczne

Analiza fizykochemiczna polega na oznaczeniu zawartosci suchej masy, warto-
sci pH, zawartosci substancji biogennych: azotu ogoélnego i amonowego, fosforu
ogblnego, wapnia, magnezu, potasu, ktore moga stanowi¢ material nawozowy
i zwickszaja pojemnos¢é sorpcyjng gleby. Zgodnie z normami, oznacza si¢ rowniez
stezenie metali cigzkich, takich jak: cynk, otow, kadm, chrom, miedz, nikiel, zelazo
oraz rteé; substancje mineralne oraz substancje ekstrahujgce si¢ eterem naftowym.
Odczyn bada si¢ metoda potencjometryczna, zawarto$¢ azotu ogdlnego bada sie
metoda Kjeldahla, azotu amonowego miareczkowa lub kolorymetryczng przy uzyciu
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odczynnika Nesslera, substancje mineralne oraz substancje ekstrahujace si¢ eterem
naftowym metoda wagowa, natomiast pierwiastki sladowe, a takze Ca, Mg, Fe czy
P oznacza si¢ za pomoca adsorpcyjnej spektrometrii atomowej - ASA (tab. 5).

Tabela 5. Wykaz norm stosowanych w analizie fizykochemicznej osadéw $ciekowych
Table 5. The list of standards used in the physicochemical analysis of sewage sludge

Rodzaj badan Jednostka Metoda badawcza Aktualne normy Zakres
normy
Potencjometryczna . )
pH - (Elektrometryczna) PN-EN 12176:2004 1-13.5
Suc?a masa w temp. % Termograwimetryczna PN-EN 12880-2004 0.50-99 5
105°C (Wagowa)
Substancje mineralne
i organiczne - straty % s.m. Wagowa PN-EN 12879:2004 0.50-99.5
prazenia 600°C
Azot (ogflny) % s.m. Miareczkowa PN-EN 16169:2012 | 0.003-8.00
Kjeldahla
. Miareczkowa PN-EN 14671:2007 | 0.003-2.00
Azot amonowy % s.m. Kolorymetryczna
b.d. b.d.
(Nessler)
Potas K,O % s.m. ASA PN-EN 13657:2006 0.01-1.00
Fosfor ogdln % s.m. ASA PN-EN 13346:2002 |0.0005-10.00
golny g/kg s.m. PN-EN 14672:2006 1.00-50.00
Optyczna spektrometrii
Fosfor P,0s % s.m. emisyjnej z plazmg | Lo 130- 0.0005-10.00
: . .| 11885:2009
wzbudzong indukcyjnie
Ca 1,00-200000
Mg 0.70-25000
As 5.00-1000
Zn 0.50-10000
Pb 1.00-3000
kg s.m. ASA PN-EN 1 2
Cd mg/kg s.m S 3657:2006 0.05-200
Cr 0.30-1000
Cu 0.40-5000
Ni 0.40-1000
Se 0.10-10.00
Spektrometrii atomowej
Hg mg/kg s.m. Z zat¢zaniem PN-EN 13346:2002 0.05-25.00
na amalgamatorze
Fe mg/kg s.m. ASA PN-EN 13657:2006 | 0.40-15000
LKT mg CH;COOH/dm’ | Miareczkowa PN-75/C-04616/04 od 36.00
Zasadowosé mg CaCOy/dm® | Miareczkowania b.d. b.d.
potencjometrycznego
Fosfor P,O5 mg P,05/100 g | Spektrofotometryczna |b.d. b.d.
3 Dwuchromianowa, PN-74/C-04578.03
Chzt me 0/m™ | Ny gmanganianowa | PN-85/C-04578.02 | ©4 1000
Wiasciwosci. mim? | Metodaobjgloseiowo- b g 14702-1:2008| 100-1000
sedymentacyjne -sedymentacyjna
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Parametry fizykochemiczne osaddéw sciekowych pochodzacych z réznych typoéw
oczyszczalni Sciekow na podstawie danych literaturowych [11, 15,23, 28, 29]
zestawiono w tabeli 6. Wynika z nich, ze wartos¢ pH osaddw $ciekowych wahala si¢
w przedziale od 6,2 do 8,7. Stezenie poszczegdlnych biogendw byto zréoznicowane
i zalezalo od rodzaju oczyszczanych $ciekdéw. Bardziej réznorodne byly osady
z oczyszczalni $ciekéw komunalnych, np. azot ogdlny wahal si¢ w przedziale od
2,5 do 8% s.m., a fosfor ogdlny w przedziale od 1,5 do 6% s.m. Natomiast znacznie
nizszy ich poziom wykazano w osadach sciekowych po przerébce migsa. Dodatkowo
higienizacja tych osadéw wapnem, w celu wyeliminowania mikroorganizméow
potencjalnie chorobotwdrczych, powodowata wyrazne obnizenie wickszo$ci zesta-
wionych parametréw fizykochemicznych [9]. Natomiast dodatek wapna do osadow
pochodzacych z produkcji napojow (w porownaniu do niehigienizowanych) powo-
dowal wzrost zawartosci azotu ogdlnego, a zawartos¢ fosforu nie ulegala zmianie.
W osadach $ciekowych (zaréwno komunalnych, jak i przemyshi spozywczego) wy-
stepowaly znaczne wahania stgzen metali oraz pierwiastkow sladowych, przy czym
wyzsze stezenia cechowaly osady komunalne. Wartosci te zawieraty si¢ w przedzia-
fach: wapn 1,01+73% s.m., magnez 0,29+5,9% s.m., cynk 83+4640 mg/kg s.m.,
olow 2,25+372 mg/kg s.m., kadm 0,3+69.9 mg/kg s.m, chrom 0,001+1380 mg/kg s.m.,
miedz 0,3+134 mg/kg s.m., nikiel 2,2+358 mg/kg s.m., rte¢ 0,2+7,55 mg/kg s.m.
[9, 15, 23, 28, 29]. Z kolei osady sciekowe z przetworstwa mleka oraz osady komu-
nalne poddane procesowi fermentacji metanowej, w porownaniu do tych osadow
sciekowych, ktére nie byly fermentowane, cechowal wzrost zasadowosci oraz
obnizenie poziomu ChZT i LKT. Magrel w swojej publikacji [29] tlumaczy to
dobrze przeprowadzona fermentacja osadow $ciekowych.

Badania parametréw fizykochemicznych pozwalaja przewidzieé, jakie procesy
neutralizacyjne powinny zosta¢ przeprowadzone w celu ostatecznego unieszkodli-
wienia osadéw $ciekowych. Oznaczenie stopnia uwodnienia osadow wskazuje na
koniecznos¢ zastosowania zabiegéw zmniejszenia ich objetosci i masy, np. w przy-
padku procesu kompostowania, gdyz zbyt wysokie uwodnienie zmniejsza wydaj-
no$¢ procesu. Natomiast oznaczenie zawartosci substancji organicznej oraz azotu
pozwala na dobdr parametrow prowadzacych do zwigkszenia efektywnosci kom-
postowania. Analiza fizykochemiczna daje takze mozliwos¢ kontrolowania i ogra-
niczenia niepozadanego dzialania réznych form metali cigzkich, wystepujacych
w osadach $ciekowych, na srodowisko naturalne [30, 31], nie daje jednak ona pel-
nego obrazu, jakie zagrozenia moga nies$¢ ze soba osady Sciekowe. Nie pozwala
ona réwniez na okreslenie zagrozenia mikrobiologicznego.

Poza parametrami fizykochemicznymi w osadach S$ciekowych oznacza si¢
stezenia substancji refrakcyjnych. Uzyskanie miarodajnych i poréwnywalnych
(przez rézne osrodki) wynikow badan zapewnia stosowanie oznaczen zgodnych
z polskimi normami (tab. 7), dotyczacych zaréwno sposobu przygotowania probki,
jak i metody przeprowadzenia oznaczenia.
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Tabela 7. Wykaz norm analizy zwigzkow refrakcyjnych w osadach $ciekowych

Table 7. The list of standard analysis of refractive compounds in sewage sludge

Rodzaj badan

Metoda
badawcza

Aktualne normy

Zakres normy

WWA

HPLC

PN-ISO13877:2004

Fenantren i antracen zakres:
0,008+800 mg/kg;

fluoranten, piren, benzo-a-antracen,
chryzen, benzo-b-fluoranten, benzo-
piren, dibenzo-a,h-antracen, indeno-
1,2.3,c.d-piren, benzo-g,h,i-perylen
zakres: 0,0008+80 mg/kg

Chromatografia ga-
zowa z detekcja za
pomoca
spektrometrii mas

PN-ISO 18287:2008

b.d.

AOX - organicznie | Absorpcja na weglu |PN-EN 16166:2012 | b.d.
zwigzane chlorowce |aktywnym
PCB Chromatografia PN-EN 15308:2008 |b.d.
kapilarna
Chromatografia PN-EN 16167:2012 |b.d.

gazowa z detekcja
wychwytu elektro-
now (GC-ECD)

Lotne weglowodory | Chromatografia PN-ISO15009:2007 | Weglowodory i lotne zwiazki
aromatyczne, gazowa chloroorganiczne zakres: benzen,
Naftalen, toluen, etylobenzen, m-ksylen,
Lotne weglowodory p-ksylen, izopropylobenzen, styren
halogenowe, do 0,01 mg/kg;

Etery trichlorometan, tetrachlorometan,
trichloroetylen, tetrachloroetylen,
1,2,3(lub 1,2,4 Iub 1,3,5)- trichloro-
benzen do 0,015 mg/kg;
dichlorometan do 0,3 mg/kg;
dichloroetan do 15 mg/kg

Niepolarne . Zawartos¢ niepolarnych

weglowodory IS};{)ektrofotometrla PN-V-04007:1997 | weglowodorow alifatycznych

alifatyczne zakres: 40 mg/kg+10 g/kg

Weglowodory Chromatografia PN-EN ISO (Zé' ;&/Za-lé(;ssc ) (:)lr?l; (nél? (c)a-rélzl‘lg;go

C10-C40 gazowa 16703:2011

zakres 5,0+5000 mg/kg

Zawartos¢ aldehydow, ketondw, lotnych kwasow thuszczowych oraz kwaséw
organicznych oznacza si¢ metoda chromatografii gazowej spektrofotometrem
w podczerwieni GC-FTIR, organiczne chlorowcopochodne metoda chromatografii
gazowej, PCB - polichlorowane bifenyle, PCDD - polichlorowane dibenzodioksy-
ny oraz PCDF - polichlorowane dibenzofurany metoda chromatografii gazowe;j
z detekcja wychwytu elektronow (GC-ECD). Stezenia WWA oznacza si¢ metodami
HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa) z uzyciem wysokoci$nieniowej
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pompy z czteroskladnikowym systemem gradientowego podawania rozpuszczalni-
kow, detektora fotodiodowego UV/VIS, detektora fluorescencyjnego oraz chroma-
tografii gazowej z detekcja za pomocg spektrometrii mas GC-MS [30, 31].

Z danych literaturowych wynika, ze stezenie WWA oznaczone metoda HPLC
jest znacznie nizsze w osadach komunalnych niz przemystowych i wynosi
odpowiednio 54+85 pg/kg s.m. dla komunalnych osadéw sciekowych [32] oraz
1563+1639 pg/kg s.m. dla osadéw pochodzacych z oczyszcezalni sciekow przemy-
stowych [33].

Znajomo$¢ z kolei parametréw, takich jak temperatura zaptonu i ciepto spala-
nia, wilgotno$¢, zawartos¢ popiolu i procentowa zawartos¢ wegla, azotu i wodoru
oraz cze$ci lotnych (tab. 8), decyduje o mozliwosci np. wykorzystania osadow
sciekowych do produkcji energii odnawialnej czy termicznej utylizacji. Ze wzgledu
na brak odpowiednich norm pomiaru dla biomasy Werle i in. zastosowali normy
odnoszace si¢ do badania wegla [34]. Uzyskane przez autorow wyniki wskazuja, ze
wyzsza zawartos¢ wilgoci oraz popiotu moze powodowaé podwyzszenie tempera-
tury zaptonu i zmniejszenie wartosci opalowej osadu. Z kolei zwigkszenie zawarto-
$ci substancji lotnych podnosi temperature zaptonu, jednak moze obniza¢ warto$é
opatowa [34].

Tabela 8. Wykaz norm stosowanych w oznaczaniu wartosci opalowej osadéw sciekowych
[34, 35]

Table 8. The list of standards used in the analysis of sewage sludge in terms of their calorific
value [34, 35]

Komunalne osady sciekowe
. , Metoda badawcza
Rodzaj badan zgodnie z normag Jednostka Osad I | Osad II |Osad III|Osad IV|Osad V

[34] [34] [34] [35] [35]
Oznaczanie wilgoci PN ISO 598% % 53,5% | 52,5% | 44,5% b.d. b.d.
Oznaczanie wilgoci wagosuszarka % 53,7 53,9 46,3 b.d. b.d.
lzawam’sc cresal PN ISO 562* % 88.9% | 92,1 | 84.0% | bd. | bd.
otnych
Oznaczenie popiolu PNI;EII\IISISOfIQﬁSI ! % 32,2% | 33,7* | 21,0* 43,0 42,1
Temperatura zaptonu | metoda Kreulena °C 195 207 221 b.d. b.d.

. . metoda

Cieplo spalania Kalorymetryczna Ml/kg b.d. b.d. b.d. 12,73 10
Oznaczenie metoda Pregla % bd. | bd | bd |3033| 256
% zawartosci wegla i Dumasa
Oznaczenie metoda Pregla % | bd | bd | bd | 464 | 33
% zawartosci wodoru i Dumasa
OOznaczen1§ ‘ mqtoda Pregla % bd. bd. bd. 3.89 3.6
% zawartosci azotu i Dumasa

* zgodnie z literatura [35], oznaczenia osadu pochodzacego z komunalnych oczyszczalni $ciekow
wykonano jak dla wegla z uwagi na fakt braku analogicznych procedur dla biomasy
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Kowarska i in. [35] osady s$ciekowe do wykorzystania w termicznej obrobce
badali pod katem innych parametréw, takich jak procentowa zawartos¢ H, C i N
(metoda Pregla i Dumasa), wykorzystujac do tego celu analizator Perkin Elmer
2400 Series I CHNS/O. Zawartos¢ czesci mineralnych oznaczano poprzez spopie-
lenie probki, a nastgpnie prazenie pozostatosci w temperaturze 815°C zgodnie
z normg PN-EN 13039:2011. Ciepto spalania dla wysuszonego komunalnego
osadu $ciekowego wyznaczone metoda kalorymetryczng (PN-EN 15170:2009)
wynosito 10+12,73 MJ/kg s.m. [35]. Wartos¢ ciepta spalania osadéw $ciekowych
najczesciej waha sie w przedziale 11+17 MJ/kg [35]. Z kolei Kowalski i in. [36]
zgodnie z normg PN-81/G-04513 oznaczyli warto$¢ opatlowa dla osadéw komunal-
nych surowych na poziomie 16+16,8 MJ/kg s.m. oraz dla osadéw sfermentowa-
nych na poziomie 12,8 MJ/kg.

5. Metody badania parametréw posrednich

Osady s$ciekowe bada sie takze pod katem parametrow posrednich, takich jak
wskazniki humifikacji. Humifikacja jest przemiang materii organicznej podczas
dojrzewania kompostu, w wyniku ktorej powstaja wielkoczasteczkowe zwiazki
o charakterze organicznym (kwasy humusowe, huminowe i fulwowe) [37]. Bada-
nia posrednich parametréw humifikacji podczas przeprowadzania procesu kompo-
stowania opisuja Kulikowska i in. [14]. Do parametrow posrednich humifikacji
zaliczy¢ mozna: zawarto$¢ kwasoéw fulwowych i huminowych, pomiar mas cza-
steczkowych kwasow humusowych, wspotezynniki Q (wspotczynnik w wyciggu
alkalicznym, ktéry stanowi iloraz gestoSci optycznej przy odpowiednich dlugo-
sciach fali i sg one wskaznikiem przy charakterystyce zwigzkéw humusowych),
pojemno$¢ sorpcyjna (miara zdolnosci gleby do wymiennego wigzania jondw)
czy stosunek Nyy,/Nyo, [14].

Podsumowanie

W Polsce badania osadéw sciekowych przeprowadza si¢ glownie tradycyjnymi
metodami fizykochemicznymi i mikrobiologicznymi, a sporadycznie prowadzi si¢
analizg parametrow posrednich oraz badania molekularne osadow sciekowych. Do
badania osadow s$ciekowych stosuje sie roznorodne metody, jednakze procedury sa
niepetne lub niewystarczajace do przeprowadzenia kompleksowej analizy istotnych
parametréw. W zwiazku z brakiem stosownych aktow prawnych i norm wystepuja
znaczne trudno$ci w pordéwnaniu wynikéw z réznych osrodkéw badawczych.
Stwarza to trudnoSci w ocenie realnego zagrozenia dla srodowiska i pracownikow
oczyszczalni $ciekdw. W zaleznosci od pochodzenia Sciekow badane parametry sa
zréznicowane, dlatego dobdér metod wykorzystania osadow sSciekowych nalezy
rozpatrywac¢ indywidualnie dla kazdej oczyszczalni. Problem standaryzacji dotyczy
gldwnie metod mikrobiologicznych, w mniejszym stopniu fizykochemicznych.
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Overview of the Research Methods for Sewage Sludge Used in Poland

Amount and physicochemical and biological composition of sewage sludge that is pro-
duced in the process of sewage cleansing is diverse, and depends on the quality of sewage,
the functioning of sewage treatment plant, cleansing and processing of the sludge. They are
characterized by heterogeneous composition, and the choice of methods for their processing
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requires individual assessment of important parameters. The purpose of the article was to
present the research methods of sewage sludge and research standards applied in Poland,
in terms of risk to the environment and people.

The paper presents the testing methods of sewage sludge used in Poland: microbiologi-
cal, physicochemical, concentrations of refractive parameters of intermediate and modern
molecular methods. The choice of methods for disposing sewage sludge depends on several
different factors. The most important are: the heavy metals content, the value and quotient
of fertilising elements, the contents of toxic refractive and mineral compounds or the sedi-
mentary qualities. Natural usage is not only determined by physicochemical contents but
also hygienic-sanitary contents of sewage sludge. When sewage sludge is inappropriately
kept and processed, it might be a source of pollution to the environment by pathogenic
microorganisms and their spore forms. Microorganisms are identified by the traditional bio-
chemical and/or serological method. Sanitary conditions are usually determined on the basis
of indicator organisms: Salmonella bacteria and helmints’ eggs.

Because there are few norms in the field of testing sewage sludge for microflora, methods
from different branches of industry are used; laboratories that search for pathogenic micro-
organisms are using their own research procedures based on legal acts dealing with: water
and sewage, ground, municipal waste, feeds and food and general rules for microbiological
tests. Despite traditional methods of monitoring microbiological contents, modern molecular
methods might be useful e.g. FISH, PCR together with different variants of electrophoresis,
ARDRA and T-RFLP and RISA method. Physicochemical analysis of sewage sludge con-
cerns marking: the contents of dry mass, pH value, contents of biogenic substances: nitrogen
general and ammonium, phosphorus, calcium, magnesium, potassium that might be a fertil-
izer substance and that increase the sorptive capacity of soil. Heavy metals are also marked,
such as: zinc, lead, cadmium, chromium, nickel, iron and mercury. Besides basic chemical
determinations in the case of sewage sludge, the concentration of the refraction substances
is marked. Not without significance when trying to recycle or utilize the sewage sludge is also
knowledge of other parameters such as ignition temperature and combustion heat, moisture,
ash content and percentage parts of carbon, nitrogen and hydrogen and volatile matter con-
tent, which determine the possibility of using sewage sludge for renewable energy production
or thermal utilization. Sewage sludge was also tested for indirect parameters, such as indica-
tors of humification. These are the parameters which might be useful during the composting
process.

Keywords: sewage sludge, research methods, microbiology, physicochemical analysis



