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ZASTOSOWANIE METODY OPTOELEKTRONICZNEJ
DO MIKROBIOLOGICZNEJ OCENY JAKOSCI WODY PITNEJ

Streszczenie. Celem pracy bylo przedstawienie nowej metody ilo§ciowego badania mikroorgani-
zméw w zawiesinach wodnych oraz porownanie wynikow ze standardowymi metodami mikro-
biologicznymi. W tym celu przebadano probki wod pitnych. Opisywana metoda optoelektronicz-
na data zadowalajace wyniki, wskazujace na jej uzytecznos¢ w badaniu wody pod wzglgdem
czastek zawieszonych w wodzie, w tym mikroorganizméw hodowlanych i niehodowlanych.
W celu otrzymania bardziej precyzyjnych wynikow nalezy dopracowa¢ metodyke badan oraz
skupi¢ si¢ na wyodrebnieniu mikroorganizmow z reszty materii nieozywione;.
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Wstep

Obecnie do oceny jako$ci wody pitnej stosuje si¢ standardowe metody mikrobiolo-
giczne zawarte w normach polskich, takie jak metody hodowlane oraz metody biologii
molekularnej. Ocena mikroorganizméw w wodzie pitnej z uzyciem optoelektroniki
stanowi nowy kierunek rozwoju w badaniach wody. Metoda ta daje mozliwo$¢ szybkiej
(w czasie okoto 10 min) i skutecznej oceny zanieczyszczenia wody czastkami stalymi,
w tym mikroorganizmami. Tempo otrzymywania wynikdéw jest elementem kluczowym:
pominiety zostaje przy identyfikacji etap inkubacji. Réznica miedzy metoda klasyczna
i optoelektroniczng polega na tym, ze pierwsza z nich pozwala na identyfikacje takso-
nomiczng drobnoustrojow, natomiast druga pozwala na wychwycenie wszystkich cza-
stek o rozmiarach wigkszych od 0,2 um, w tym pojedynczych mikroorganizmoéw (ho-
dowlanych i niehodowlanych), skupisk ich komorek oraz zanieczyszczen innego po-
chodzenia (KAMINSKI 2000). W badaniach LE CHEVALIERA i NORTONA (1992) wyka-
zano istotng zalezno$¢ miedzy zanieczyszczeniem wody czastkami stalymi a wystepo-
waniem pasozytow z gatunku Giardia lamblia czy Cryptosporidium.
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Problem mikrobiologicznego zanieczyszczenia wody organizmami nalezacymi do
Procariota oraz prymitywnymi Eucariota, takimi jak pierwotniaki czy nicienie, wynika
z trudno$ci udowodnienia, ze zatrucie badz infekcja zostalo spowodowane wypiciem
wody z konkretnego Zrédta. Corocznie notowane sg miliony takich zachorowan. Sprawa
jest ciagle aktualna i systematycznie poruszana w wielu pracach (GOSTIN i IN. 2000,
WRIGHT 1 IN. 2004). Trudno$ci w udowodnieniu, czy choroba jest spowodowana przez
wode, ktorg wypito, przedstawiaja DAWSON i SATORY (2000), ktorzy jako ich przyczyny
wymieniajg: problem z pobraniem wiarygodnej probki w odpowiednim czasie, trudnos$¢
hodowli niektorych mikroorganizmoéw, fakt ciaglego kontaktu z woda przy codziennych
czynnosciach bez mozliwosci zbadania, w ktdrym momencie nastapito zakazenie.

Przecietny konsument, pijac wode, zwraca uwage na cechy takie jak: smak, wyglad,
zapach. W pracy porownano nowoczesne optoelektroniczne metody oceny jakos$ci wody
pitnej ze standardowymi metodami mikrobiologicznymi oraz przedstawiono probe
opracowania szybkiej i wiarygodnej metody identyfikacji ilosciowej organizméw pato-
gennych lub wzglednie patogennych.

Materialy i metody

Celem zbadania skuteczno$ci metody optoelektronicznej przebadano zawiesing bak-
terii Escherichia coli o znanym stgzeniu. Nastgpnie poréwnano wyniki ilo§ciowe uzy-
skane metodami: optoelektroniczng — w analizatorze IPSL produkcji polskiej firmy
Kamika Instruments (rys. 1) oraz mikrobiologicznymi, stosowanymi w tradycyjnym
laboratorium (zgodnie z PN-EN ISO 6222:2002, PN-EN ISO 6222:2004, PN-EN ISO
8199:2007). Badano zawarto$¢ czastek stalych wraz z bakteriami w 1 ml zawiesiny
rozcienczonej w objetosci 100 ml w analizatorze IPSL mierzacym optoelektronicznie,
oraz 1 ml zawiesiny E. coli standardowymi metodami mikrobiologicznymi. W bada-
niach wykorzystano réwniez probki wody pitnej wodociagowej i oligocenskiej z War-
szawy oraz butelkowej niegazowane;.
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Rys. 1. Analizator IPSL — przyrzad do pomiaru czastek
w zawiesinach wodnych

Fig. 1. IPSL analyser — an instrument for particles meas-
urement in fluids
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Przed kazdg seria pomiarow w analizatorze IPSL wykonano tto, czyli oceng zanie-
czyszczenia wewnetrznego uktadu pomiarowego.

Wyniki i dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badan uzyskano nastgpujace dane ilosciowe: w przy-
gotowane]j zawiesinie E. coli pomiar OD przy dtugosci fali 600 nm wynosit 0,256, co
bylo réwnoznaczne z wynikiem 7,5 x 107 jtk/ml. Na podstawie tej orientacyjnej metody
wykonano dalsze, bardziej precyzyjne pomiary z uzyciem metod mikrobiologicznych.
W przypadku badan metoda NPL uzyskano charakterystyczng liczbe 330, co wedlug
tablic McCredy’ego daje wynik 2,5 x 10 jtk/ml. Wyniki metody zalewowej (KOWAL
2000) wskazuja na zawarto$é 3,2 x 107 jtk/ml, a wyniki badanej metody optoelektro-
nicznej wykazuja zawartoé¢ 2,9 x 107 czastek w 1 ml, w tym mikroorganizméw. Uzy-
skane w analizatorze IPSL wyniki przedstawiono na rysunku 2. Pomiary wykonano
w trzech probach z zaznaczeniem poziomu tla (linia zielona) i zanieczyszczen roztworu
RF (linia fioletowa), w ktorym umieszczono mikroorganizmy.
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Rys. 2. Rozktad rézniczkowy czastek zawieszonych w RF w rozcienczeniu 10~ badanej
zawiesiny Escherichia coli

Fig. 2. Differential distribution of particles in RF with Escherichia coli suspension 107 di-
luted

Jak pokazano na rysunku 3, wyniki standardowych metod mikrobiologicznych
i szybkiej metody optoelektronicznej nie réznig si¢ znaczaco. Wyniki ilociowe sg po-
rownywalne (nalezy pamigtac, iz wykorzystanie analizatora IPSL powoduje zliczenie
takze czastek statych nie bedacych mikroorganizmami). Metoda, wedtug ktorej mierzy
analizator IPSL, jest czuta i doktadna, liczone sa wszystkie czastki przechodzace przez
przestrzen pomiarowa — moga to by¢ takze bakterie nichodowlane oraz duze pierwot-
niaki pasozytnicze.

Nastepnym krokiem bylo przebadanie wody pitnej obiema metodwami. Uzyskano
nastgpujace wyniki. W wodzie wodociggowej pobranej w Warszawie stwierdzono za
pomoca posiewu metodg zalewowa zawartos¢ 18 jtk/ml i z uzyciem analizatora IPSL —
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Rys. 3. Wynik analizy poréwnawcze] metod mikrobiologicznych
i badanej metody optoelektroniczne;j

Fig. 3. Result of comparison analysis of microbiological methods and
investigated optoelectronic method

40 czastek w 1 ml. W przypadku wody oligocenskiej uzyskano odpowiednio 13 jtk/ml
131 czastek w 1 ml, a w przypadku niegazowanej wody w butelce — 3 jtk/ml i 4 czastki
w 1 ml. Wyniki wszystkich pomiaréow wykonanych w analizatorze IPSL przedstawia
rysunek 4. Sumaryczne zestawienie wynikow i pordwnanie metod zawiera rysunek 5.
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Rys. 4. Rozktad rézniczkowy wod pitnych z uzyciem analizatora IPSL
Fig. 4. Differential distribution of drinking waters with the IPSL analyser use
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Rys. 5. Porownanie wynikoéw badan wszystkich prob wody réznymi me-
todami
Fig. 5. Summary results with comparison of test methods

Badania wod pitnych za pomoca metody optoelektronicznej pozwalajg okresli¢ sto-
pien ich zanieczyszczenia oraz przyporzadkowac probki do odpowiednich norm. Uzy-
skane w eksperymencie wyniki $wiadcza, ze najbardziej zanieczyszczona jest woda
wodociggowa, a najmniej — woda butelkowana. Zadna z wod nie przekraczata dopusz-
czalnych norm czysto$ci. Wyniki metody optoelektronicznej sa zawyzone w stosunku
do metody ptytkowej, co jest zrozumiate, poniewaz czujnik optyczny rejestruje kazda
czasteczke przebiegajaca przez przestrzen pomiarowa, lacznie z zanieczyszczeniami
nieozywionymi.

Waznym elementem kontroli jakosci wody jest ocena liczebnosci czastek statych.
Powotujac si¢ na TOCZYLOWSKA i RUTKIEWICZA (2002), przedstawiono metode opto-
elektroniczng przystosowang do pomiardéw i klasyfikowania zaréwno czastek duzych,
jak 1 matych. Wedhug KAMINSKIEGO (2010) badania wykazuja wigkszg doktadno$¢ niz
liczniki laserowe.

Mozliwosci zastosowania opisywanej metody sa szerokie. Wedlug MAZIARKI
(1994) to zanieczyszczenia mikrobiologiczne s3 najczgstsza przyczyng negatywnej
oceny wody pitnej, jednak w proponowanych badaniach mozna potaczyé wszystkie
aspekty dotyczace jakosci wody. Problemem jest ustalenie odpowiedniej metodyki.

Obecnie dostgpne sa w handlu inne analizatory oparte na pomiarze ilosci ATP, jak
np. DeltaTox, jednak badania wykonywane z ich pomocg sg mato czute, poniewaz wy-
krywaja jednostki dopiero od 100 jtk/ml (DELTATOX...). Opisywana nowa metoda nie
ma takich ograniczen, bowiem wychwytuje kazda pojedyncza komorke.

Planuje si¢ kontynuacje prac dotyczacych wykrywania mikroorganizméw metoda
optoelektroniczna, ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci odroéznienia komorek
mikroorganizmow zywych od elementéw martwych. Problem stanowia agregaty komo-
rek, ktore falszujg wyniki.

Opisywana metoda jest szybka i prosta, pozwala juz teraz w stopniu zadowalajagcym
oceni¢ liczbe czastek, w tym mikroorganizméw, znajdujacych si¢ w roztworach wodnych.
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Pomimo juz widocznych wielu zalet metoda wymaga jeszcze mnostwa pracy nad
opracowaniem odpowiedniej metodyki; jej nowatorskie cechy daja jednak pozytywne
perspektywy na opracowanie szybkiej analizy bez czasochtonnych badan. Uwage nale-
zy zwroci¢ na fakt, ze daje to mozliwos¢ wychwycenia komorek bakterii niechodowla-
nych w warunkach laboratoryjnych.
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OPTOELECTRONIC METHOD UTILIZATION
TO MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF DRINKING WATER QUALITY

Summary. The aim of the research was to present and compare a new quantitative method of
counting microorganisms in water and water solutions to older standard methods. In order to carry
out the comparison, prepared samples of water solutions from different sources were examined.
Optoelectronic method described in this paper gave satisfying results, showing its usefulness in
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analysis of the water suspended particles, i.e. cultivatable and uncultivatable bacteria. In order to
receive more valuable results, both methodology should be improved and the process of separat-
ing microorganisms from the rest of abiotic matter ought to be focused on.

Key words: optoelectronic, water quality, bacteria, particles, Escherichia coli
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