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PRZEZYWALNOSC BAKTERII Z RODZINY
ENTEROBACTERIACEAE W KOMPOSTACH
SPORZADZONYCH NA BAZIE OSADU SCIEKOWEGO"

Streszczenie. W pracy przedstawiono charakterystyke mikrobiologiczng osadu $cickowego kom-
postowanego w warunkach kontrolowanych wraz z bioodpadami (stoma, trociny). Przeprowadzo-
no do$wiadczenie, w ktorym wymieszano materiat w odpowiednim stosunku wagowym oraz przy
zrdznicowanym stosunku C:N, a nastgpnie umieszczono w komorach bioreaktora o statym prze-
pltywie powietrza (4 1/min). Badania mialy na celu okreslenie dynamiki rozwoju oraz przezywal-
nosci drobnoustrojow chorobotworczych w osadzie Sciekowym kompostowanym z roéznymi
dodatkami w cybernetycznym bioreaktorze. Probki kompostu pobierano do analizy laboratoryjne;j
w tym samym czasie, w zaleznosci od aktualnej temperatury. Analizy mikrobiologiczne przepro-
wadzano na podtozach wybidrczych metoda ptytkowa, oznaczajac liczebnos$¢ bakterii chorobo-
tworczych z rodzaju Salmonella, jak rowniez z rodziny Enterobacteriaceae. W doswiadczeniach
oznaczano rowniez metoda flotacyjna obecnos$¢ zywych jaj pasozytow jelitowych ATT. Uzyskane
rezultaty wykazaly, ze osad $cickowy poddany procesowi kompostowania nie zawieral bakterii
Salmonella spp. ani zywych jaj pasozytow jelitowych ATT i catkowicie zredukowat liczebno$¢
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w kompostach K1 (75% osadu + 5% stomy + 20% trocin,
C:N =9,2) i K2 (60% osadu + 5% stomy + 35% trocin, C:N = 12,1). Na podstawie uzyskanych
wynikow badan stwierdzono, ze redukcja badanych grup mikroorganizméw we wszystkich kom-
postach nastepowala wraz ze wzrostem temperatury, warto$ci pH oraz stgzenia amoniaku. Uzy-
skane komposty (K1-K4) spelnialy normy sanitarne zgodne z rozporzadzeniami: Komisji Euro-
pejskiej (COMMISSION REGULATION (EC)... 2007) i Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Rozpro-
RZADZENIE... 2008).

Stowa kluczowe: osad $ciekowy, bioreaktor, proces kompostowania, mikroorganizmy

“Badania wykonano w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N310
2250 33.
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Wstep

Osady $ciekowe petnig funkcje glebotworcze i nawozowe, jednak moga zawieraé
w swoim skladzie chorobotworcze mikroorganizmy (Salmonella paratyphi A, B, C,
Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Clostridium perfringens, Bacillus an-
thracis, Yersinia enterocolitica), grozace skazeniem gleb i roslin (DUMONTET i IN.
2001). Obecno$¢ organizmoéw patogennych w osadach $ciekowych jest jednym z pod-
stawowych wskaznikow decydujacych o dalszym sposobie ich uzytkowania. Zgodnie
z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 18 czerwca 2008 r.
w sprawie wykonania niektorych przepiséw ustawy o nawozach i nawozeniu (ROzPO-
RZADZENIE... 2008) w nawozach i §rodkach wspomagajacych uprawe roslin niedopusz-
czalne jest wystgpowanie bakterii z rodzaju Salmonella, Zywych jaj pasozytow jelito-
wych Ascaris spp., Trichuris spp., Toxocara spp., a liczba bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae nie moze przekracza¢ 1000 jtk w 1 g nawozu.

Jedna z metod przerdbki osadow jest ich kompostowanie. Proces ten polega na
przeksztatceniu odpadéw poprzez autotermiczny i termofilowy rozktad biologiczny
w obecno$ci tlenu, z udziatem mikro- i makroganizmow, w petnowarto§ciowy kompost
(MATYJA 2006). Uzyskiwana w fazie termofilnej dobrze przeprowadzonego procesu
kompostowania wysoka temperatura (60-85°C) ma wiasciwosci higienizacyjne, dzigki
czemu uzyskuje si¢ produkt o wysokiej jakosci oraz bezpieczny pod wzgledem sanitar-
nym.

Z badan DROFFNERA i YAMAMOTY (1991) wynika, ze niektore mikroorganizmy po-
tencjalnie patogenne, np. z rodzajow Salmonella, Pseudomonas czy E. coli w warun-
kach termofilnych moga wytwarza¢ termotolerancyjne mutanty, zdolne do wzrostu
i rozwoju w temperaturze 54°C. Zdaniem TURNERA (2002) na tempo inaktywacji mi-
kroorganizméw chorobotworczych, obok wartosci temperatury, majg wptyw wilgotnosé
oraz rodzaj kompostowanego materiatu. Z kolei SIDHU i IN. (2001) sugeruja, ze za li-
kwidacje bakterii Salmonella w procesie kompostowania odpowiedzialna jest rodzima
saprofityczna mikroflora.

Material i metody

Doswiadczenie zatlozono w warunkach laboratoryjnych w 2009 roku. Badania prze-
prowadzono w czterokomorowym bioreaktorze izotermicznym (rys. 1) o pojemnosci
kazdej z komoér 125 dm®, wyposazonym w czujniki elektroniczne do statej rejestracji
niektorych parametrow procesu (temperatury, zawartosci dwutlenku wegla, metanu,
amoniaku 1 tlenu). Komory oznaczono odpowiednio: K1, K2, K3, K4. Materialy do
badan zostaty doktadnie wymieszane w pojemniku w nastgpujacych proporcjach: K1 —
75% osadu Sciekowego + 5% stomy + 20% trocin, K2 — 60% osadu $ciekowego + 5%
stomy + 35% trocin, K3 — 45% osadu $ciekowego + 5% stomy + 50% trocin, K4 — 30%
osadu $ciekowego + 5% stomy + 65% trocin) (tab. 1, 2). Zastosowany w doswiadczeniu
osad Sciekowy pochodzit z oczyszczalni Sciekdw w Szamotutach. Material w bioreakto-
rach kompostowano przez 1488 h (62 dni), a probki do badan mikrobiologicznych po-
bierano ze wszystkich komor jednocze$nie, w zaleznosci od aktualnej temperatury.
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Rys. 1. Schemat dwoch komor bioreaktora: 1 — pompa, 2 — regulator przeptywu tlenu,
3 — przeplywomierz, 4 — komory, 5 — zbiornik na odcieki, 6 — kompostowana biomasa,
7 — zesp6t czujnikéw pomiarowych, 8 — system chtodzenia powietrza, 9 — zbiornik na
skropliny, 10 — zespot czujnikow gazowych, 11 — 32-kanatowy rejestrator sygnatow
pomiarowych, 12 — kontroler przeptywu powietrza

Fig. 1. Schematic diagram of two chambers of the bioreactor: 1 — pump, 2 — oxygen
flow regulator, 3 — flowmeter, 4 — chambers, 5 — liquides container, 6 — composted bio-
mass, 7 — sensors array, 8§ — air cooling system, 9 — condensate container, 10 — multi-
plate gas sensor array, 11 — 32-channel recorder of measurement signals, 12 — air pump
steering system

Tabela 1. Liczebno$¢ drobnoustrojéw oraz jaj helmintéw w bioodpadach zastosowanych w do-

$wiadczeniu
Table 1. The number of microorganisms and helmints eggs in biowastes used in the experiment

Materiat Salmonella spp. Enterobacteriaceae
wyjSelowy | il w 1 g sm. SD itk w 1 g s.m. SD
Osad 0 0 29,98 x 10° 1,13
Stoma 0 0 20,94 x 10° 0,60
Trociny 0 0 0,00 0,00
Ascaris spp. Trichuris spp. Toxocara spp.
Materiat
wyjsciowy | szt. w 1 kg sD szt. w 1 kg sD szt. w 1 kg SD
s.m. s.m. s.m.
Osad 0 0 0 0 0 0
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Tabela 2. Charakterystyka bioodpadéw zastosowanych w doswiadczeniu
Table 2. The characteristics of biowastes used in the experiment

) _ Sucha masa Udziat _ Ilosrc’ w suchej Swieza masa
Rodzaj materiatu (%) w komposcie | masie kompostu kompostu C/N
(%) (kg) (kg)
K1
Osad 16,7 75,0 8,35 50,00 8,2
Stoma 86,0 5,0 0,6 0,7 130,6
Trociny 87,9 20 2,2 2,50 490,2
C/N ostateczny 9,2
Sucha masa ostateczna (%) 21,0
Wilgotno$¢ ostateczna (%) 79,0
K2
Osad 16,7 60 7,6 45,5 6,2
Stoma 86 5 0,6 0,7 130,6
Trociny 87,9 35 44 5,01 490,2
C/N ostateczny 12,1
Sucha masa ostateczna (%) 24,6
Wilgotno$¢ ostateczna (%) 74,6
K3
Osad 16,7 45 6 35,93 6,2
Stoma 86 5 0,6 0,7 130,6
Trociny 87,9 50 0,7 7,57 490,2
Dodatek wody (kg) 8
C/N ostateczny 17,0
Sucha masa ostateczna (%) 25,4
Wilgotno$¢ ostateczna (%) 74, 6
K4
Osad 16,7 30 58 33,53 6,2
Stoma 86 5 0,9 1,05 130,6
Trociny 87,9 65 12,0 13,65 490,2
Dodatek wody (kg) 23
C/N ostateczny 26,4
Sucha masa ostateczna (%) 26,0
Wilgotno$¢ ostateczna (%) 74,0
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Na mikrobiologicznych podlozach wybidrczych oznaczano metoda ptytkowa li-
czebno$¢ jednostek tworzacych kolonie (jtk) bakterii z rodzaju Salmonella oraz ogdlna
liczbe bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Pateczki Salmonella spp. oznaczano na
podtozu XLT4 firmy Merck po 18-24 h inkubacji w temperaturze 37°C (MILLER i TATE
1990). W celu upewnienia sig, ze sg to bakterie z rodzaju Salmonella spp., postgpowano
zgodnie z Polska Normg PN-Z-19000-1 (2001), wykonujac identyfikacje potwierdzaja-
c3. W celu oznaczenia liczebnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae postuzono sig
podtozem wybiorczym firmy Merck — Chromocult®Coliform Agar. Ptytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 h (MANAFI i KNEIFEL 1989).

Ponadto z osadu sciekowego izolowano jaja pasozytow z rodzajow: Ascaris spp.,
Trichuris spp. i Toxocara spp., stosujac metode flotacyjng (GUNDLACH i IN. 1996).

Zastosowane w doswiadczeniu analizy statystyczne, polegajace na obliczeniu $redniej
liczby drobnoustrojéw w danym komposcie i terminie analiz, odchylenia standardowego
oraz NIR-6w, przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica 8.0 (OTT 1984).

Wyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono obecnosci bakterii Salmonel-
la spp. w zadnym z analizowanych materiatow, w tym w osadzie Sciekowym wykorzysta-
nym w doswiadczeniu (tab. 1). Najprawdopodobniej procesy oczyszczania zastosowane
w oczyszczalni $ciekow, skad pochodzit osad, przyczynily sie do eliminacji tych patoge-
néw. Uzyskane wyniki sa satysfakcjonujace, gdyz ewentualna obecno$¢ bakterii z tego
rodzaju dyskwalifikowataby osady Sciekowe do wykorzystania na cele rolnicze (OLSZEW-
SKA 1IN. 2001, COMMISSION REGULATION (EC)... 2007, ROZPORZADZENIE... 2008).

Kompostowanie osadéw $ciekowych jest procesem, ktory wplywa pozytywnie na
eliminacj¢ bakterii chorobotworczych (np. Salmonella spp.) i zywych jaj pasozytow
jelitowych. Potwierdzaja to wyniki uzyskane przez WOLNA-MARUWKE 1 IN. (2005) oraz
badania CZEKALY i IN. (2006), w ktorych odnotowano eliminacje bakterii z rodzaju Sal-
monella w procesie kompostowania osadow $ciekowych juz w temperaturze 50-58,8°C.

Na postawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono ponadto, ze w analizowanym
osadzie §ciekowym nie wykryto jaj pasozytow jelitowych: Ascaris spp., Trichuris spp.,
Toxocara spp. (tab. 1).

Podobne wyniki uzyskata w swych badaniach NGUYEN (2002), ktéra nie stwierdzita
obecnosci jaj helmintow w osadzie $cieckowym pochodzacym z komunalnych oczysz-
czalni $ciekdw. Rowniez w badaniach CZEKALY 1 IN. (2006) nie wykryto zywych jaj
pasozytéw jelitowych w osadzie $cickowym poddanym procesowi kompostowania.
Podczas analiz osadow $ciekowych pochodzacych z 10 oczyszczalni $ciekow takze
BAUMAN-KASZUBSKA 1 SIKORSKI (2008) nie stwierdzili obecnosci jaj pasozytow jeli-
towych: Ascaris spp., Trichuris spp., Toxocara spp. w zadnych z nich. Ponadto badane
osady nie zawieraty rowniez pateczek Salmonella spp.

Po przeanalizowaniu wynikow badan mikrobiologicznych (tab. 3) stwierdzono, ze
najwigksza liczebno$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w materiatach przezna-
czonych do kompostowania wystgpita w dniu zatozenia doswiadczenia, co najprawdo-
podobniej byto zwigzane z duzym skazeniem osadu §ciekowego (tab. 1).
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Tabela 3. Dynamika zmian liczebnosci Enterobacteriaceae w kompostach
Table 3. Dynamics of the Enterobacteriaceae number changes in composts

Kompost Temp eratzloré)k ompostu Enteg;(;f:g;:is;ceae s(;)a(ilcd};};:;l\jvee
(x 10 jtk w 1 g s.m.)
1 2 3 4
Termin I — zatozenie do§wiadczenia

K1 16 9963,67 137534

K2 17 1790,55 848,71

K3 16 5366,75 232435

K4 17 6 891,88 1 180,29
NIRy,0s = 3220,53, NIR o, = 4217,36

Termin I — po 24 h

K1 55 1226,42 128,67

K2 71 11,82 1,474

K3 71 95,56 1,35

K4 50 9139,88 1 005,83
NIR s = 1064,73, NIR 0 = 1394,29

Termin III — po 72 h (3 dni)

K1 66 0 0

K2 78 0,01 0

K3 73 0,01 0

K4 73 0,2 0,01
NIRg s = 0,12, NIR; = 0,16

Termin IV — po 168 h (7 dni)

K1 53 0 0

K2 62 0,01 0

K3 52 0,28 0,03

K4 56 0,01 0
NIR,05 = 0,18, NIRgo; = 0,24

Termin V — po 384 h (16 dni)

K1 29 0 0

K2 26 0,01 0,01

K3 22 0,63 0,21

K4 28 0,01 0,0

NIR0705 = 0,22, NIR(]V(“ = 0,29
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Tabela 3 — cd. / Table 3 — cont.

1 2 | 3 4
Termin VI —po 1488 h (62 dni)

K1 17 0 0
K2 17 0 0
K3 17 0,84 0,29
K4 17 0,37 0,14

NIRO,OS = 0,34, NIRQQ[ = 0,45

24-godzinny proces kompostowania bioodpadow (termin II) spowodowal wzrost
w nich temperatury $rednio o 33-55°C (rys. 2) oraz wartosci pH powyzej 8 (rys. 3).
Najprawdopodobniej przyczynito si¢ to do gwaltownego zmniejszenia si¢ liczebnosci
bakterii Enterobacteriaceae w komorach K1-K3. Jedynie w obiekcie K4 odnotowano
wzrost liczebnosci tych bakterii, co przypuszczalnie byto zwiagzane z najstabszym wzro-
stem temperatury oraz warto$ci pH w tej komorze.
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“KITT K2 4 K3 K4 Terminy
Rys. 2. Zmiany temperatury w bioodpadach podczas procesu kompo-
stowania
Fig. 2. The changes of temperature in biowastes during composting
process

W kombinacji K1, w ktorej temperatura wzrosta do 55°C, odnotowano mniejszg re-
dukcje Enterobacteriaceae w pordwnaniu z obiektami, gdzie osiggneta ona wartos§¢
71°C. Z badan WOLNEJ-MARUWKI i IN. (2009) wynika, ze wzrost temperatury powyzej
70°C powoduje calkowita inaktywacje omawianych mikroorganizméw. TERMORSHUI-
ZEN i IN. (2003) informujg o ponad czterokrotnym spadku liczebnosci Enterobacteria-
ceae w bioodpadach kompostowanych w bioreaktorze przy wzroscie temperatury do
wartosci 35-40°C.

W kolejnym terminie badan (III) nie zanotowano obecnosci omawianych mikroor-
ganizmow jedynie w kombinacji K1. Domniemywaé mozna, iz obok temperatury (66°C)
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Rys. 3. Zmiany pH w bioodpadach podczas procesu kompostowania
Fig. 3. The changes of pH in biowastes during composting process

drugim czynnikiem wplywajacym na redukcje¢ bakterii byto stezenie amoniaku, wydzie-
lanego z kompostowanego materiatu, ktore wyniosto wowczas ponad 400 ppm (rys. 4).
W pozostalych obiektach doswiadczalnych liczba Enterobacteriaceae utrzymywata si¢

na zblizonym, niskim poziomie az do terminu V.
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Rys. 4. Zmiany st¢zenia amoniaku w bioodpadach podczas procesu

kompostowania

Fig. 4. The changes of ammonia concentration in biowastes during

composting process

Przeprowadzona w 62. dniu do$§wiadczenia (termin VI) analiza probek komposto-
wanych materiatdbw wykazata, Ze jedynie w kombinacjach K1 oraz K2 nastapita catko-
wita eliminacja omawianych mikroorganizméow. W obiektach K3 i K4, w ktorych tem-
peratura w fazie termofilnej osiagneta wartos¢ 73°C, warto$¢ pH oscylowata wokot 9,
stezenie amoniaku za$ dochodzilo do 800-1000 ppm, bakterie Enterobacteriaceae

w dalszym ciagu wystgpowaly.
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Jak podajg TSE-DINH i IN. (1997), bakterie podobnie jak inne organizmy, posiadaja
mechanizmy umozliwiajace im przetrwanie w niekorzystnych warunkach $rodowisko-
wych, np. w wysokiej temperaturze. Zdaniem wymienionych autorow w komorce E. coli
w temperaturze 30-42°C syntetyzowane sa termooporne biatka, ktdre pozwalaja tej
mezofilnej bakterii sta¢ si¢ organizmem termotolerancyjnym, zdolnym do rozwoju
nawet w temperaturze 52°C. JANDA i FALKOWSKI (2003) informujg, ze odporno$é
drobnoustrojéw na negatywny wplyw wysokiej temperatury jest tez uzalezniona od
czynnikéw srodowiskowych, takich jak pH czy sktad chemiczny podtoza.

Analizujac dane przedstawione w tabeli 4, mozna zauwazy¢, ze najwigkszy wptyw
na tempo eliminacji Enterobacteriaceae z kompostowanych materialow miata wartos¢
pH. Ponadto obliczenie wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona (OTT 1984) pozwoli-
to na stwierdzenie, ze wptyw temperatury kompostow oraz stezenia wydzielanego przez
nie amoniaku na inaktywacje omawianych bakterii byt — w zalezno$ci od rodzaju kom-
binacji — $redni lub staby.

Tabela 4. Wspoélczynniki korelacji pomiedzy liczebnoscia Enterobacteriaceae a wartoscia NHs,
temperaturg 1 pH kompostow

Table 4. Correlation coefficients between the number of Enterobacteriaceae and the value of NHj3,
temperature and pH of compost

Kompost NH; Temperatura pH
K1 0,48 -0,52 0,94
K2 0,38 —0,49 0,92
K3 0,41 0,46 0,94
K4 -0,56 -0,14 0,82
Whioski

1. W analizowanym osadzie $ciekowym nie stwierdzono bakterii Salmonella spp.
ani jaj pasozytow jelitowych ATT.

2. Nie stwierdzono, by zréznicowany stosunek C:N kompostowanych bioodpadéw
mial wplyw na szybko$¢ zagrzewania si¢ materialow czy dtugos¢ fazy termofilnej pro-
cesu kompostowania.

3. Stwierdzono, ze proces kompostowania wyeliminowat calkowicie bakterie Ente-
robacteriaceae jedynie w dwoch w kombinacjach: K1 (75% osadu + 5% stomy + 20%
trocin, C:N = 9,2) i K2 (60% osadu + 5% stomy + 35% trocin, C:N = 12,1), co mogto
by¢ spowodowane niskim stosunkiem C:N w kompostowanych bioodpadach.

4. Wszystkie uzyskane komposty mogg by¢ wykorzystane rolniczo, bowiem spetnia-
ty normy sanitarne zgodne z rozporzadzeniami: Komisji Europejskiej (COMMISSION
REGULATION (EC)... 2007) oraz Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi dla nawozow orga-
nicznych (ROZPORZADZENIE... 2008).
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THE SURVIVAL OF BACTERIA FROM ENTEROBACTERIACEAE FAMILY
IN COMPOSTED SEWAGE SLUDGE

Summary. The paper contains a microbiological characteristics of sewage sludge composted in
controlled conditions together with biowastes (straw, sawdust). An experiment was carried out,
where the composted material was mixed up in adequate weight proportion and different C:N
proportion and placed in bioreactor chambers with a constant air flow (4 1/min). The research
aimed at defining the development dynamics and the survival of pathogenic microorganisms in
the sewage sludge composted with different additions in a cybernetic bioreactor. Samples of
compost necessary for microbiological analyses were taken at the same time, in reference to the
actual temperature value in composting biowastes. Bacteriological studies were carried out on
selected substrates by plate method determining the number of pathogenic bacteria from the
species: Salmonella, as well as from Enterobacteriaceae family. In the experiments, the presence
of living eggs of intestinal ATT pathogens was determined by floatation method, as well. It was
found that the sewage sludge used in composting process did not contain any Salmonella spp.
bacteria or any living eggs of intestinal ATT pathogens and completely eliminated the number of
bacteria from Enterobacteriaceae family in K1 (75% sewage sludge + 5% straw + 20% sawdust,
C:N =9.2) and K2 (60% sewage sludge + 5% straw + 35% sawdust, C:N = 12.1) combinations.
On the basis of the obtained results it was found that the elimination of the studied groups of
microorganisms in all studied composts took place with the increase of temperature, pH value and
ammonia concentration. The obtained composts (K1-K4) met the sanitary norms according to
COMMISSION REGULATION (EC)... (2007) and the regulation of the Minister for Agriculture and
Country Development (ROZPORZADZENIE... 2008).

Key words: sewage sludge, bioreactor, composting process, microorganisms
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