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I. Autoreferat rozprawy 

I.1. Wprowadzenie 

Postępująca industrializacja oraz dynamiczny rozwój urbanizacji przyczyniają się do znacznego 

wzrostu ilości odpadów komunalnych i przemysłowych na świecie. Obecnie średnia ilość odpadów 

wytwarzanych na świecie w przeliczeniu na jednego mieszkańca wynosi 1,3 miliarda ton rocznie. Na 

podstawie danych statystycznych szacuje się, że do 2025 roku liczba wytwarzanych na świecie odpadów 

może osiągnąć poziom 2,2 miliardów ton rocznie [Gupta i Pandey, 2019]. Według danych Głównego 

Urzędu Statystycznego (GUS) w Polsce w 2018 roku odnotowano wzrost liczby zebranych odpadów 

komunalnych i przemysłowych w stosunku do roku poprzedniego, odpowiednio o 4,3% i 1,4% 

[Bochenek i in., 2018]. Pomimo surowych wytycznych w zakresie gospodarowania odpadami ujętych 

w ramowej Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/98/WE z dnia 19 listopada 2008 roku 

w sprawie odpadów, w wielu krajach składowanie stanowi nadal jedną z najczęściej stosowanych metod 

usuwania oraz unieszkodliwiania odpadów [Laner i in., 2012]. W 2018 roku blisko 43% wytworzonych 

w Polsce odpadów zostało zagospodarowanych w ten sposób na 286 działających w kraju 

składowiskach. Zlikwidowanie znacznej liczby legalnych składowisk odpadów w Polsce doprowadziło 

do powstania tzw. dzikich wysypisk odpadów, które nie posiadają zabezpieczeń izolacyjnych i nie są 

nadzorowane. Ponadto wiele z tych miejsc zlokalizowanych jest na terenach, które umożliwiają 

migrację zanieczyszczeń do środowiska gruntowo-wodnego [Bochenek i in., 2018, bdl.stat.gov.pl].  

Bardzo ważnym problemem związanym z eksploatacją składowiska jest powstawanie odcieków 

na skutek infiltracji wód opadowych przez złoże odpadów zdeponowanych na składowisku. Zgodnie z 

Dyrektywą Rady UE nr 1999/31/WE z dnia 26 kwietnia 1999 roku w sprawie składowania odpadów, 

odciek stanowi „każdy płyn sączący się przez składowane odpady i wydzielany z/lub zawarty w 

składowisku”. Odcieki ze składowisk odpadów, nazywane często „trudnymi ściekami”, charakteryzują 

się bardzo złożonym i zróżnicowanym składem, ponieważ wody infiltracyjne przepływając przez 

składowisko wymywają z niego nie tylko składniki odpadów, ale także produkty reakcji 

biochemicznych zachodzących w złożu [Cossu i Stegmann, 2018]. Spośród związków nieorganicznych, 

które stanowią około 80-95% wszystkich oznaczanych w odciekach substancji, największy udział mają 

azot amonowy, chlorki, siarczany, wodorowęglany i metale, takie jak: arsen, bor, cynk, chrom (VI), 

kadm, miedź, nikiel, rtęć, potas, sód i żelazo. Natomiast do substancji organicznych, których obecność 

została potwierdzona w odciekach należą związki fenolowe, wielopierścieniowe węglowodory 

aromatyczne, kwasy huminowe, pestycydy oraz grupa tzw. nowo pojawiających się zanieczyszczeń 

(ang. ECs, emerging contaminants), obejmująca produkty higieny osobistej, farmaceutyki, hormony, 

środki powierzchniowo czynne i plastyfikatory [Aziz, 2012; Yu i in., 2014; Kapelewska i in., 2016]. Na 

skład jakościowy odcieków ma wpływ bardzo wiele różnych czynników, m.in. warunki atmosferyczne, 

skład i wiek zdeponowanych na składowisku odpadów oraz sposób ich składowania, a także aktywność 

mikroorganizmów obecnych w złożu odpadów [Christensen i in., 2001]. Zmiany w składzie 

fizykochemicznym odcieków zachodzące wraz z upływem czasu składowania odpadów wskazują na 

wiek składowiska. Najważniejsze parametry fizykochemiczne odcieków pochodzących ze składowisk 

o różnym czasie eksploatacji przedstawia Tabela 1. 

Zgodnie z Ustawą z 20 lipca 2017 roku Prawo Wodne (Dz. U. 2017, poz. 1566) powstające na 

składowiskach odpadów wody odciekowe są zaliczane do ścieków przemysłowych, których 

oczyszczanie jest konieczne przed ich wprowadzeniem do wód lub gleby. W Polsce gospodarka 

odciekami pochodzącymi ze składowisk odpadów realizowana jest przede wszystkim poprzez ich 

odprowadzanie do miejskich oczyszczalni ścieków, w których poddawane są one tradycyjnym 

procesom oczyszczalnia wspólnie z surowymi ściekami komunalnymi [Kalka, 2012]. Ponieważ odcieki 

pochodzące ze składowisk odpadów, zwłaszcza tych o długim czasie eksploatacji, mogą zawierać 

znaczne ilości związków trudno rozkładalnych lub niepodatnych na procesy biodegradacji, ich 

https://bdl.stat.gov.pl/
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wprowadzenie do oczyszczalni ścieków może powodować zahamowanie aktywności biologicznej 

mikroorganizmów obecnych w tym środowisku i doprowadzić do zakłócenia procesu oczyszczania 

ścieków [Atkas i Çeçen, 2004; El-Gohary i Hassan, 2016; Pieczykolan i in., 2016; Zheng i in., 2019]. 

 

Tabela 1. Charakterystyka fizykochemiczna odcieków pochodzących ze składowisk odpadów.  

Parametr 

Wiek składowiska, lata 

Bibliografia Poniżej 5 

(młode) 
Od 5 do 10 

Powyżej 10 

(ustabilizowane, stare) 

pH 
<6,5 6,5-7,5 >7,5 

Foo i Hameed, 2009; 

El-Fadel i in., 2018; 

3-6 6-7 >7 Scott i in., 2005 

ChZT, mg O2/l >10.000 1.000-4.000 <50-1000 Foo i Hameed, 2009 

BZT5, mg O2/l >4.000 4.000-10.000 >4.000 Foo i Hameed, 2009 

N-NH4, mg/l 
<400 - >(300) 400 

Foo i Hameed, 2009; 

El-Fadel i in., 2018; 

500-1.500 300-500 <30-200 Scott i in., 2005 

ChZT – chemiczne zapotrzebowanie tlenu; BZT5 – biochemiczne zapotrzebowanie tlenu; N-NH4 – azot amonowy 

Położony na terenie Świętochłowic w dzielnicy Zgoda staw Kalina (50°16′49″N, 18°55′38″E) 

stanowi poważny problem środowiskowy dla regionu Górnego Śląska. Zbiornik ten jest silnie 

zdegradowany i zanieczyszczony związkami pochodzącymi z odcieków ze składowiska odpadów 

Zakładu Chemicznego Hajduki S.A. w Chorzowie, na którym w latach 1888 – 1990 gromadzone były 

niebezpieczne odpady powstające w wyniku prowadzonych tam procesów technologicznych, m.in. 

szlamy wapienne zafenolowane po kaustyfikacji sody, odpady po produktach smolistych, osady z 

przyzakładowej oczyszczalni ścieków oraz żużel z zakładowej kotłowni. Brak zabezpieczenia hałdy 

odpadów spowodował przedostanie się zanieczyszczeń do przylegającego do niej stawu Kalina, w 

następstwie czego doszło do skażenia zbiornika fenolem, izomerami benzenu, etylobenzenu, toluenu i 

ksylenu (związkami z grupy BTEX), wielopierścieniowymi węglowodorami aromatycznymi oraz 

metalami ciężkimi. Ponadto na dnie stawu zalegają osady o wysoce alkalicznym odczynie pH (od 8,5 

do 10,2), zawierające fenole lotne w stężeniu od kilkuset do kilku tysięcy mg/l oraz ChZT powyżej 10 

000 mg O2/l [Tkaczyk i in., 2005; Wrześniak i Kopyczok, 2012]. Jednocześnie staw Kalina oraz jego 

okolice stanowią dzikie wysypisko odpadów wyrzucanych przez okolicznych mieszkańców. Od 1998 

roku odcieki ze stawu Kalina odprowadzane są do mechaniczno-biologicznej oczyszczalni ścieków 

Klimzowiec w Chorzowie (50°16′42″N, 18°55′35″E). Oczyszczalnia ta jest jednym z największych tego 

typu obiektów w Polsce o wydajności oczyszczania 5600 m3/h i zlewnii o powierzchni wynoszącej 

około 31,7 km2, obejmującej następujące miasta: Chorzów, Świętochłowice, Katowice oraz Rudę 

Śląską. Oczyszczanie ścieków w oczyszczalni Klimzowiec oparte jest na technologii osadu czynnego w 

systemie Bardenpho, który składa się ze strefy denitryfikacji/defosfatacji, trzech reaktorów 

denitryfikacyjnych i pięciu bioreaktorów nitryfikacyjnych z trzema niezależnymi strefami 

napowietrzania [Michalska i in., 2019]. W 2014 roku rozpoczęto rewitalizację stawu Kalina, w ramach 

której podjęto próbę usunięcia toksycznych osadów zalegających na dnie zbiornika. Efektem tych 

działań było znaczne zwiększenie stężenia związków fenolowych w ściekach odprowadzanych do 

oczyszczalni ścieków Klimzowiec do około 1700 mg/l (dane ujawnione przez firmę VIG Sp. z o.o., 

odpowiedzialną za rewitalizację stawu), które negatywnie wpłynęły na pracę oczyszczalni [Michalska i 

in. 2020b]. 

Technologia osadu czynnego jest jednym z najczęściej wykorzystywanych w Polsce systemów 

biologicznego oczyszczania ścieków [Liwarska-Bizukojc, 2019; Piotrowski i in., 2019]. W wielu 

doniesieniach literaturowych można znaleźć informacje o zakończonych sukcesem próbach 

zastosowania technologii konwencjonalnego i granulowanego osadu czynnego w procesie 

https://link.springer.com/article/10.1023/A:1011939312889#auth-2
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współoczyszczania wód odciekowych i ścieków [Ranjan i in., 2016; Ren i in., 2017; de Freitas Bueno i 

in., 2019]. Z przeglądu literatury wynika jednak, że w przeważającej większości badań wpływ 

wprowadzonych do bioreaktora odcieków na osad czynny i proces oczyszczania ścieków był negatywny 

[Pieczykolan i in., 2016; Brennan i in., 2017; Bolyard i in., 2018; Çeçen i Tezel, 2018; De Albuquerque 

i in., 2018]. Z tego powodu wielu autorów stosuje w badaniach fizykochemiczne metody 

podczyszczania wód odciekowych przed ich wprowadzeniem do systemu biologicznego oczyszczania 

[Pala i Erden, 2004; Neczaj i in., 2007; Xiao i in., 2013]. Zabiegi te są jednakże drogie i mogą prowadzić 

do wtórnego zanieczyszczenia środowiska [Lippi i in., 2018]. Zastosowanie technologii osadu czynnego 

w oczyszczalniach ścieków stanowi rozwiązanie bardziej przyjazne dla środowiska i korzystne z punktu 

widzenia kosztów inwestycyjnych w porównaniu z zaawansowanymi technologicznie 

fizykochemicznymi procesami oczyszczania [Ahmed i in., 2017]. Kontrola nad wpływem 

odprowadzanych do ścieków wód odciekowych na funkcjonowanie osadu czynnego prowadzona jest 

obecnie poprzez utrzymywanie odpowiedniego stosunku objętościowego pomiędzy ściekami i 

odciekami. W związku z tym wolumetryczny udział odcieków ze składowisk w oczyszczalniach zwykle 

nie przekracza 10% odprowadzanych do nich ścieków [Kalka, 2012; Campos i in., 2014; Faudala-

Książek i in., 2014].  

Atrakcyjnym rozwiązaniem problemów wielu oczyszczalni ścieków, związanych z ich 

narażeniem na obecność wysokich stężeń wód odciekowych w ściekach, wydaje się być wprowadzanie 

do środowiska osadu czynnego wyselekcjonowanych szczepów lub konsorcjów mikroorganizmów w 

celu wzmocnienia potencjału degradacyjnego mikroorganizmów autochtonicznych oraz poprawy stanu 

osadu czynnego, określane mianem bioaugmentacji [Gerardi, 2016]. Badania potwierdziły, że 

bioaugmentacja osadu może przyczyniać się nie tylko do poprawy zdolności degradacyjnych obecnych 

w nim drobnoustrojów, ale również skutecznie wspomagać wydajność bioreaktora poprzez ochronę 

zespołów mikroorganizmów autochtonicznych oraz kompensować przeciążenie organiczne i 

hydrauliczne osadu [Zhang i in., 2017]. Aplikacyjne wykorzystanie tej strategii w oczyszczalniach 

ścieków nie jest jednak zbyt często praktykowane, ponieważ los inokulowanych do osadu czynnego 

mikroorganizmów jest trudny do przewidzenia i monitorowania [Dueholm i in., 2015; Zhang i in., 

2017]. Wyselekcjonowane szczepy bakterii czy grzybów wprowadzone do osadu są często narażone na 

wpływ różnych czynników, m.in. na złożone interakcje z mikroorganizmami autochtonicznymi, 

żerowanie pierwotniaków czy wymywanie z bioreaktora wraz ze ściekami [Ikeda-Ohtsubo i in., 2013; 

Yao i in., 2013; Fenu i in., 2015]. Uważa się, że bioaugmentacja osadu czynnego z użyciem konsorcjów 

mikroorganizmów może stanowić bardziej skuteczną strategię w oczyszczaniu trudnych ścieków, 

ponieważ konsorcja są zazwyczaj zdolne do rozkładu wielu związków jednocześnie, co wynika z 

uzupełniania się ich zdolności degradacyjnych, a także może być konsekwencją ich mniejszej 

wrażliwości na zmiany czynników środowiskowych w porównaniu z pojedynczymi szczepami [Morris 

i in., 2018; Hardo i in., 2019]. Dotychczas jednak większość badań skupiała się na wykorzystaniu 

pojedynczych szczepów bakterii do bioaugmentacji osadu czynnego oczyszczającego ścieki 

syntetyczne, zanieczyszczone jednym lub kilkoma wybranymi związkami chemicznymi [Cirja i in., 

2009; Xenofontos i in., 2016; Ji i in., 2019]. Natomiast doniesienia o zastosowaniu tej strategii do 

wspomagania oczyszczania ścieków obciążonych wodami odciekowymi w osadzie czynnym są wciąż 

ograniczone [Yu i in., 2014; Dadrasnia i in., 2017]. Dokładne cele, strategie i ocenę efektywności 

bioaugmentacji osadu czynnego zdefiniowanymi mikroorganizmami w usuwaniu toksycznych 

związków chemicznych oraz zastosowanie bioaugmentacji w procesach biologicznego oczyszczania 

ścieków przedstawiono w artykułach przeglądowych, odpowiednio Michalskiej i in. (2018) oraz 

Michalskiej i Mrozik (2018), zamieszczonych w rozdziale II.1 i II.2 niniejszej rozprawy doktorskiej. 

Proces selekcji mikroorganizmów o potencjalnym znaczeniu w bioaugmentacji osadu czynnego 

obciążonego odciekami ze składowisk odpadów powinien polegać na zbadaniu i ocenie ich potencjału 

degradacyjnego w kierunku rozkładu zanieczyszczeń występujących w wodach odciekowych [Nguen i 

in., 2017; Zhang i in., 2017]. Wprowadzenie do osadu czynnego bakterii o pożądanym potencjale 



 

 

7 

 

metabolicznym nie zawsze prowadzi jednak do zwiększonego usuwania zanieczyszczeń w ściekach [Yu 

i Mohn, 2002; Monsalvo i in., 2012]. Kluczowe znaczenie dla osiągnięcia efektywnego rozkładu 

zanieczyszczeń w osadzie czynnym bioaugmentowanym wyselekcjonowanymi szczepami bakterii ma 

ich zdolność do inkorporacji w strukturę kłaczków osadu, która ułatwia im pobieranie substancji 

odżywczych, zapewnia ochronę przed atakiem pierwotniaków i pozwala na egzystencję w tym 

ekosystemie. W związku z tym wybrane do bioaugmentacji szczepy bakterii powinny cechować się 

zdolnościami do agregacji, adhezji, bioflokulacji i produkcji macierzy egzopolisacharydowej (EPS), 

odgrywającymi kluczową rolę w procesie formowania kłaczków [Monsalvo i in., 2012; Liu i in., 2015; 

Gupta i Thakur, 2016]. Inną, pożądaną cechą szczepów wybranych do inokulacji osadu jest ich zdolność 

do komunikowania się ze sobą poprzez wydzielanie do otoczenia i rozpoznawanie cząsteczek 

sygnałowych, tzw. autoinduktorów, znane pod nazwą quorum sensing. Wydzielanie autoinduktorów 

przez bakterie introdukowane do osadu czynnego może wspomagać ich międzykomórkową 

komunikację z mikroorganizmami autochtonicznymi i w ten sposób umożliwiać skuteczne zasiedlanie 

tego środowiska [Wang i in., 2013]. Selekcja kandydatów do bioaugmentacji osadu czynnego powinna 

także obejmować charakterystykę wybranych bakterii pod kątem ich zdolności do wspomagania 

biodegradacji zanieczyszczeń w ściekach i posiadania mechanizmów chroniących je przed toksycznym 

działaniem związków chemicznych [Herrero i Stuckey, 2015]. Ponieważ mikrobiologiczny rozkład 

zanieczyszczeń może być utrudniony z powodu hydrofobowego charakteru obecnych w ściekach 

substancji i wiążącej się z nim ograniczonej dostępności dla komórek bakterii, pożądaną cechą 

kandydatów do bioaugmentacji jest ich zdolność do syntezy związków powierzchniowo czynnych, czyli 

biosurfaktantów [Cirja i in., 2009; Chen i in., 2012].  

Proces osadu czynnego jest zwykle monitorowany poprzez pomiar standardowych parametrów 

operacyjnych, takich jak: zawartość zawiesin ogólnych (ang. MLSS, mixed liquor suspended solids), 

zawartość całkowitego fosforu i azotu, pH, biochemiczne zapotrzebowanie tlenu (BZT) i chemiczne 

zapotrzebowanie tlenu (ChZT). Kontrola tych parametrów dostarcza informacji o gwałtownych 

zakłóceniach procesu oczyszczania ścieków, natomiast nie pozwala na stwierdzenie pogorszenia się 

właściwości osadu czynnego i obniżenia jego aktywności. Uzyskiwanie informacji dotyczących stanu 

fizjologicznego osadu czynnego oraz procesów biochemicznych zachodzących w komorach 

biologicznych pozwala na szybkie podjęcie działań służących ochronie mikroorganizmów 

autochtonicznych występujących w osadzie przed działaniem substancji toksycznych i zapobieżenie 

długotrwałemu zaburzeniu pracy oczyszczalni ścieków. Dlatego też połączenie monitoringu 

standardowych parametrów operacyjnych z pomiarem wskaźników pozwalających na określenie 

kondycji osadu czynnego, między innymi: właściwej szybkości pobierania tlenu (ang. SOUR, specific 

oxygen uptake rate), stężenia całkowitego, zawieszonego i wewnątrzkomórkowego ATP, aktywności 

kluczowych enzymów zaangażowanych w procesie mikrobiologicznego rozkładu zanieczyszczeń w 

ściekach (dehydrogenaz, esteraz i katalaz) oraz analizy potencjału funkcjonalnego zespołów 

mikroorganizmów [Bergeron i Paice, 2001; Drewnowski, 2014; Moretti i in., 2015], wydaje się być 

użyteczną strategią pozwalającą na zidentyfikowanie czynników wpływających na działanie i jakość 

osadu czynnego, szczególnie gdy osiągają one poziomy krytyczne. Ustalenie ważnych zależności 

pomiędzy parametrami operacyjnymi procesu oczyszczania ścieków a bioindykatorami odpowiedzi 

osadu czynnego na czynniki stresowe i zaburzenia może ułatwić optymalizację procesu oczyszczania 

ścieków i usprawnić działanie oczyszczalni bez konieczności wykonywania kosztownych analiz 

genetycznych. 
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I.2. Cel pracy doktorskiej 

Współoczyszczanie odcieków ze składowisk odpadów wraz ze ściekami komunalnymi w 

biologicznych oczyszczalniach ścieków stanowi w Polsce powszechną praktykę. Ze względu jednak na 

zróżnicowany skład i potencjalną toksyczność wody odciekowe mogą stanowić poważne zagrożenie dla 

mikroorganizmów osadu czynnego i niekorzystnie wpływać na proces usuwania zanieczyszczeń w 

ściekach. Obecnie proces współoczyszczania odcieków ze ściekami kontrolowany jest przede 

wszystkim poprzez utrzymywanie ich odpowiedniego stosunku objętościowego. W związku z tym w 

niniejszej pracy doktorskiej podjęto próbę zastosowania bioaugmentacji osadu czynnego z użyciem 

nowo wyizolowanych i wyselekcjonowanych bakterii w procesie biologicznego współoczyszczania 

odcieków z osadów dennych stawu Kalina i ścieków imitujących ścieki komunalne odprowadzane do 

oczyszczalni ścieków Klimzowiec, których stosunek wolumetryczny wynosił 3,5%, 5,5% oraz 12,5%. 

 

Aby osiągnąć powyższy cel, podjęte zadania badawcze obejmowały: 

 

1. Analizę składu fizykochemicznego i mikrobiologicznego odcieków,  

2. Określenie toksyczności ostrej i chronicznej odcieków względem mikroorganizmów 

autochtonicznych osadu czynnego,  

3. Ocenę zmian parametrów operacyjnych procesu współoczyszczania odcieków i ścieków, 

4. Analizę wpływu odcieków na stan fizjologiczny, potencjał funkcjonalny, różnorodność strukturalną 

mikroorganizmów autochtonicznych i strukturę kłaczków osadu czynnego, 

5. Ocenę przydatności nowo wyizolowanych ze środowiska szczepów bakterii oraz wybranych 

szczepów bakterii pochodzących z kolekcji depozytowych (polskich i zagranicznych) do 

bioaugmentacji osadu czynnego obciążonego odciekami ze stawu Kalina na podstawie ich potencjału 

degradacyjnego w kierunku rozkładu konkretnych związków aromatycznych, zdolności do produkcji 

związków wspomagających rozkład zanieczyszczeń w ściekach oraz przeżywalności w osadzie 

czynnym, 

6. Analizę toksyczności odcieków względem badanych kandydatów do bioaugmentacji osadu 

czynnego, 

7. Wybór szczepów bakterii o pożądanych właściwościach i wprowadzenie ich do osadu czynnego 

obciążonego odciekami ze stawu Kalina, 

8. Ocenę wpływu inokulowanych bakterii na efektywność procesu oczyszczania ścieków, jakość 

oczyszczonych ścieków, zmiany żywej biomasy i potencjału funkcjonalnego mikroorganizmów 

autochtonicznych w osadzie czynnym. 
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I.3. Materiały i metody 

W badaniach wykorzystano odcieki pochodzące z osadów zalegających na dnie stawu Kalina w 

Świętochłowicach. Próbki osadów dennych ze zbiornika pobrano zgodnie z normami: EN ISO 566-

13:2011 i EN ISO 19458:2007P, w odległości 2 m od brzegu i z głębokości 2 m z miejsca, w którym 

odcieki z hałdy odpadów poprodukcyjnych Zakładów Chemicznych Hajduki S.A. przedostawały się do 

stawu. Próbki pobierano w okresie od kwietnia 2017 roku do czerwca 2018 roku, po zakończeniu 

procesu rewitalizacji stawu Kalina. Analizy składu fizykochemicznego wód odciekowych pozyskanych 

z pobranych osadów dennych przeprowadzono zgodnie z następującymi polskimi normami: PN-ISO 

10390:1997, PN-ISO 7150:1-2002, PN-ISO 6439:1994, PN-C-04576-4:1994, PN-82/C-04576/08 i PN-

73/C-04576/06. Dodatkowo wartość krótkotrwałego biochemicznego zapotrzebowania tlenu (BZTst) 

określono na podstawie metody respirometrycznej [Hagman i Jansen, 2007]. Oznaczenie wybranych 

grup mikroorganizmów psychrofilnych w wodach odciekowych wykonano zgodnie z normą EN ISO 

8199:2010. Liczebność bakterii z grupy coli, w tym bakterii fekalnych, określono za pomocą 

referencyjnej metody filtracji membranowej zgodnie z normą EN ISO 9308-1:2014-12/A1:2017-04 na 

agarze z laktozą, chlorkiem trójfenylotetrazoliowym (TTC) i Tergitolem 7 oraz podłożu m-Endo LES. 

Osad czynny wykorzystany w badaniach pozyskano z komory nitryfikacyjnej oczyszczalni 

ścieków Klimzowiec w Chorzowie. Następnie osad aklimatyzowano w warunkach laboratoryjnych w 

sekwencyjnych reaktorach porcjowych (SBR) do ścieków syntetycznych przez okres trzech tygodni 

[Michalska i in., 2016]. W celu zbadania toksyczności odcieków ze stawu Kalina przeprowadzono test 

inhibicji wzrostu mikroorganizmów autochtonicznych osadu czynnego z wykorzystaniem płytek 

mikrotitracyjnych. W tym celu zawiesinę mikroorganizmów heterotroficznych o masie 0,1 g/l (50 µl), 

pozyskanych z osadu czynnego na drodze ekstrakcji z użyciem metody homogenizacji, wprowadzono 

do dołków płytki mikrotitracyjnej zawierających 250 µl mieszaniny ścieków syntetycznych z 

odciekami, których stężenie wynosiło od 0 do 12,5%. Skład ścieków syntetycznych był zbliżony do 

ścieków komunalnych odprowadzanych do oczyszczalni ścieków Klimzowiec i został opisany w pracy 

Michalskiej i in. [2019]. Po 24 godzinach inkubacji z wytrząsaniem w temperaturze 23±2°C mierzono 

wzrost mikroorganizmów, określając stężenie ich biomasy. Wartości NIC (ang. non-inhibitory 

concentration), EC50 (ang. half maximal effective concentration) i MIC100 (ang. minimal inhibitory 

concentration, which completely inhibit the microbial growth) wyznaczono za pomocą oprogramowania 

GraphPad PRISM 6.05, w którym wykonano modelowanie krzywej inhibicji wzrostu 

mikroorganizmów. 

Badania chronicznego wpływu odcieków ze stawu Kalina w stężeniach 3,5 i 5,5% na stan osadu 

czynnego i proces oczyszczania ścieków prowadzono w reaktorach typu SBR, które pełnią wszystkie 

funkcje konwencjonalnej biologicznej oczyszczalni ścieków, opartej na technologii osadu czynnego. 

Układ doświadczalny oraz etapy prowadzonych badań przedstawiono na rys. 1A, natomiast stosowane 

techniki badawcze szczegółowo opisano w pracy Michalskiej i in. [2019], stanowiącej rozdział II.3 

niniejszej rozprawy doktorskiej. Wpływ odcieków na wybrane parametry operacyjne procesu 

oczyszczania ścieków analizowano w oparciu o pomiar zmian ChZT, zawartości zawiesin w komorze 

osadu czynnego, w tym zawiesin lotnych (ang. MVLSS, mixed liquor volatile suspended solids), pH oraz 

indeksu opadowego osadu czynnego (IO) [APHA, 1999]. W trakcie procesu współoczyszczania 

odcieków wraz ze ściekami określano zmiany liczebności mikroorganizmów heterotroficznych 

pozyskanych z osadu czynnego, hodując je na agarze odżywczym zgodnie z EN ISO 8199:2010. 

Ponadto w trakcie badań mierzono aktywność kluczowych enzymów zaangażowanych w proces 

mikrobiologicznego rozkładu zanieczyszczeń w ściekach, tj. dehydrogenaz (EC. 1.1.1) [Miksch, 1977] 

i niespecyficznych esteraz (EC. 3.1) [Schumacher et al., 2015].  
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Rys. 1. Etapy prowadzonych badań. A – badanie wpływu odcieków na oczyszczanie ścieków metodą 

osadu czynnego, B – charakterystyka badanych szczepów bakteryjnych, C – bioaugmentacja osadu 

czynnego obciążonego odciekami z użyciem wyselekcjonowanych szczepów bakterii. 

 

Zmiany potencjału funkcjonalnego populacji mikroorganizmów osadu czynnego obciążonego 

odciekami monitorowano przy użyciu metody BIOLOG®EcoPlateTM, która opiera się na analizie profili 

metabolizowania łatwo przyswajanych źródeł węgla przez zespoły mikroorganizmów (ang. CLPPs, 

community-level physiological profiles). Uzyskane dane empiryczne wzrostu zespołów 
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mikroorganizmów w obecności poszczególnych substratów zostały dopasowane do modelu krzywej 

logistycznej Verhulsta za pomocą algorytmu Levenberga-Marquadta [Peleg i in., 2007]. Modelowanie 

danych empirycznych wzrostu populacji mikroorganizmów oraz wyznaczanie parametrów 

kinetycznych równania wzrostu i wskaźników różnorodności funkcjonalnej opisano szczegółowo w 

pracy Michalskiej i in. [2019], stanowiącej rozdział II.3 niniejszej rozprawy doktorskiej. Działanie to 

pozwoliło na określenie czasu, w którym badana populacja mikroorganizmów osiągała najwyższą 

ogólną aktywność metaboliczną. Stworzyło to możliwość porównania z dużo większą dokładnością 

zespołów mikroorganizmów w próbkach osadu czynnego pobranych w różnych czasie. W celu 

monitorowania zmian strukturalnych zachodzących w populacji mikroorganizmów wykorzystano 

analizę metylowych estrów kwasów tłuszczowych (ang. FAMEs, fatty acid methyl esters) izolowanych 

bezpośrednio z osadu czynnego, poddanego uprzednio homogenizacji. FAMEs ekstrahowano z próbek 

osadu czynnego zgodnie z procedurą opisaną przez Kozdrója [2000] i identyfikowano z 

wykorzystaniem oprogramowania MIDI-MIS (ang. Microbial Identification System). Na podstawie 

analizy uzyskanych profili FAMEs określono podobieństwa między strukturami zespołów 

mikroorganizmów przy użyciu wskaźnika różnorodności Shannona-Wienera [Nowak i Mrozik, 2018] i 

indeksu podobieństwa (ang. SIM, similarity index) [Son i Hall, 2003]. Na zakończenie tego etapu badań 

analizowano strukturę kłaczków osadu czynnego z wykorzystaniem mikroskopii jasnego pola oraz 

mikroskopii fluorescencyjnej, poddając kłaczki osadu barwieniu oranżem akrydyny. 

W celu doboru odpowiednich mikroorganizmów do inokulacji osadu czynnego obciążonego 

odciekami ze stawu Kalina, 10 szczepów bakteryjnych zbadano i oceniono pod kątem ich potencjału 

degradacyjnego, zdolności do wzrostu w obecności odcieków, wspomagania rozkładu zanieczyszczeń 

w ściekach i wbudowywania się w strukturę kłaczków osadu czynnego. Dwa szczepy Pseudomonas sp. 

(VTT E-93486) i Pseudomonas putida mt-2 (VTT E-022150) pozyskano z kolekcji VTT (Espoo, 

Finlandia), natomiast szczep Pseudomonas fluorescens (PCM 2123) otrzymano z Polskiej Kolekcji 

Mikroorganizmów w Instytucie Immunologii i Terapii Doświadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we 

Wrocławiu. Kolejne trzy szczepy Planococcus sp. S5, Stenotrophomonas maltophilia KB2 i 

Pseudomonas putida pochodziły z kolekcji mikroorganizmów Instytutu Biologii, Biotechnologii i 

Ochrony Środowiska, Wydziału Nauk Przyrodniczych, Uniwersytetu Śląskiego w Katowicach. 

Pozostałe cztery szczepy Pseudomonas putida KB3 i Rhodococcus erythropolis KB4 oraz Pseudomonas 

putida OR45a i Glutamicibacter soli OR45b wyizolowano odpowiednio z wolnego od zanieczyszczeń 

użytku rolnego (Siewierz) oraz z osadu czynnego obciążonego ściekami z przemysłu rafineryjnego 

(Jedlicze) [Michalska i in., 2020a]. Wyizolowane szczepy zidentyfikowano do gatunków za pomocą 

metody 16S rDNA [Marchlewicz i in., 2016]. Otrzymane sekwencje genu 16S rDNA dla szczepu 

Pseudomonas putida KB3, Rhodococcus erythropolis KB4, Pseudomonas putida OR45a i 

Glutamicibacter soli OR45b zostały zdeponowane w bazie danych GenBank pod następującymi 

numerami akcesyjnymi: KU299960, KU299961, MN508083 i MN508084. Analizę cech 

funkcjonalnych badanych szczepów przedstawiono na rys. 1B, natomiast stosowane techniki badawcze 

szczegółowo opisano w pracy Michalskiej i in. [2020a], stanowiącej rozdział II.4 niniejszej rozprawy 

doktorskiej. 

Potencjał degradacyjny 10 wybranych szczepów bakteryjnych w kierunku rozkładu 

następujących związków aromatycznych: fenolu, 2-metylofenolu, 3-metylofenolu, 4-metylofenolu, 

mieszaniny krezoli, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego i katecholu 

w zakresie stężeń od 250 do 1000 g/l oraz 4-aminofenolu w zakresie stężeń od 25 do 100 g/l oceniano 

z zastosowaniem płytek mikrotitracyjnych BIOLOG®TM. Natomiast zdolność testowanych szczepów 

do wzrostu w obecności wód odciekowych w stężeniu od 0 do 12,5% i wybranych jonów: Cu2 +, Cd2 +, 

Zn2 +, Ba2+, Cr6+ i Pb2+ w stężeniu od 0 do 300 µg/ml oraz NH4
+ w stężeniu od 0 do 2000 µg/ml badano 

z wykorzystaniem testu inhibicji wzrostu na płytkach mikrotitracyjnych. Następnie określano potencjał 

bakterii do wbudowywania się w strukturę kłaczków osadu czynnego na podstawie oceny ich zdolności 

do autoagregacji i koagregacji z mikroorganizmami autochtonicznymi osadu, bioflokulacji, 
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wytwarzania substancji egzopolisacharydowych (EPS), a także do komunikowania się ze sobą (quorum 

sensing) poprzez wydzielanie do otoczenia i rozpoznawanie autoinduktorów [Michalska i in., 2020a]. 

Właściwości autoagregacyjne i koagregacyjne potencjalnych kandydatów do bioaugmentacji badano z 

użyciem zmodyfikowanej metody opisanej przez Malik i in. [2003], wyznaczając wskaźniki 

autoagregacji (AAI) i koagregacji (CAI). Aktywność flokulacyjną mikroorganizmów określano przez 

spektrofotometryczny pomiar absorbancji (λ = 550 nm) zawiesiny kaolinowej zawierającej bezwodny 

chlorek wapnia oraz zawiesinę bakterii [Kurane i in., 1994; Zhang i in., 2007]. Oceny zdolności bakterii 

do wytwarzania EPS dokonano na podstawie koloru przyjmowanego przez kolonie, które hodowano na 

stałym podłożu agarowym z dodatkiem czerwieni Kongo (agar CRA). Bakterie, których kolonie 

przyjmowały na agarze CRA kolor czerwono-czarny o krystalicznej konsystencji uznawano za 

potencjalnie zdolne do wytwarzania EPS [Freeman i in., 1989]. Zdolność do quorum sensing określano 

jedynie dla bakterii Gram-ujemnych na podstawie ich predyspozycji do wytwarzania cząsteczek 

sygnałowych laktonu N-acylo-L-homoseryny (N-AHL), stosując metodę kolorymetryczną opisaną 

przez Taghadosi i in. [2015]. Szczepy bakteryjne badano także pod kątem wspomagania usuwania 

zanieczyszczeń w ściekach na podstawie ich zdolności do produkcji biosurfaktantów i sideroforów. 

Zdolność bakterii do wydzielania biosurfaktantów badano na podstawie ich wzrostu na pożywce 

mineralnej zestalonej agarem z dodatkiem 0,2 g/l bromku cetylotrimetyloamoniowego (CTAB) i 0,005 

g/l błękitu metylenowego [Pacwa-Płociniczak i in., 2016]. Pojawienie się ciemnoniebieskiego halo 

wokół kolonii bakteryjnych wskazywało na obecność pozakomórkowego, glikolipidowego 

biosurfaktantu. Dla szczepów, które były zdolne do produkcji biosurfaktantów wyznaczono także indeks 

emulsyfikacji (E24) [Pacwa-Płociniczak i in., 2014]. Zdolność bakterii do wytwarzania sideroforów 

oznaczano jakościowo metodą opisaną przez Lakshmanan i in. [2015] na podłożu agarowym 

zawierającym barwnik wskaźnikowy chromazurol S (agar CAS). Kolonie bakteryjne, wokół których 

zaobserwowano pojawienie się pomarańczowego halo uznano za zdolne do produkcji sideroforów. 

Prowadzone badania obejmowały także wyznaczenie hydrofobowości powierzchni komórek bakterii 

metodą mikrobiologicznej adhezji do węglowodorów [Kos i in., 2003]. Stopień hydrofobowości 

komórek określano na podstawie gęstości optycznej zawiesiny komórek przed wprowadzeniem p-

ksylenu i po rozdzieleniu faz. W celu poznania odpowiedzi chemotaktycznej bakterii na obecność 

odcieków badano ruchliwość komórek bakterii na półstałych płytkach agarowych z dodatkiem wód 

odciekowych w stężeniach 3,5 i 5,5%, zgodnie z metodą opisaną przez Déziel i in. [2001]. 

Na podstawie przeprowadzonej charakterystyki wszystkich szczepów, do bioaugmentacji osadu 

czynnego obciążonego odciekami z osadów dennych stawu Kalina wybrano dwa szczepy - P. putida 

OR45a i P. putida KB3. W oddzielnym eksperymencie przeprowadzono sekwencjonowanie całych 

genomów tych bakterii. Ekstrakcję DNA z komórek bakterii przeprowadzono przy użyciu zestawu 

GeneMATRIX Bacterial and Yeast Genomic DNA Purification Kit. Sekwencjonowanie genomu 

przeprowadzono za pomocą MicrobesNG [microbesng.uk] przy użyciu platformy Illumina MiSeq. 

Wyniki sekwencjonowania analizowano z użyciem MicrobesNG i zdeponowano w bazie danych 

GenBank pod następującymi numerami akcesyjnymi: SPUU00000000.1 i SPUT00000000.1, 

odpowiednio dla szczepu P. putida OR45a i P. putida KB3. Szczegółowe informacje dotyczące analiz 

genomowych tych szczepów zamieszczono w pracy Michalskiej i in. [2020a], stanowiącej rozdział II.4 

niniejszej rozprawy doktorskiej.  

Eksperyment bioaugmentacyjny prowadzono w reaktorach typu SBR obciążonych odciekami 

ze stawu Kalina w stężeniach: 3,5% (do 32 dnia), 5,5% (od 32 do 64 dnia) oraz 12,5% (od 64 do 96 

dnia) w następujących układach badawczych: 1) osad czynny obciążony ściekami syntetycznymi - 

kontrolny, 2) osad czynny obciążony ściekami syntetycznymi, inokulowany szczepem OR45a, 3) osad 

czynny obciążony ściekami syntetycznymi, inokulowany szczepem KB3, 4) osad czynny obciążony 

ściekami syntetycznymi, inokulowany konsorcjum szczepów OR45a i KB3, 5) osad czynny obciążony 

mieszaniną ścieków syntetycznych i odcieków, 6) osad czynny obciążony mieszaniną ścieków 

syntetycznych i odcieków, inokulowany szczepem OR45a, 7) osad czynny obciążony mieszaniną 

https://microbesng.uk/
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ścieków syntetycznych i odcieków, inokulowany szczepem KB3, 8) osad czynny obciążony mieszaniną 

ścieków syntetycznych i odcieków, inokulowany konsorcjum szczepów OR45a i KB3.  

Wykorzystane do badań bioaugmentacyjnych wody odciekowe zostały dodatkowo wzbogacone 

mieszaniną wybranych związków fenolowych, aby odzwierciedlić rzeczywiste stężenie fenoli w 

odciekach ze stawu Kalina, odnotowane w okresie rewitalizacji zbiornika. W tym celu do 1 litra wód 

odciekowych wprowadzono 327 mg fenolu, 356 mg 3-metylofenolu, 356 mg 4-metylofenolu, 129 mg 

3-etylofenolu, 60 mg 2,4-dimetylofenolu, 281 mg 3,4-dimetylofenolu i 292 mg 2,3,5-trimetylofenolu, 

powodując wzrost stężenia związków fenolowych w odciekach z 200 mg/l do 1700 mg/l. Rodzaje 

związków fenolowych oraz ich wzajemny stosunek objętościowy pochodziły z pracy Chojniak i in. 

[2015]. Układ doświadczalny oraz etapy prowadzonych badań przedstawiono na rys. 1C, natomiast 

stosowane techniki badawcze szczegółowo opisano w pracy Michalskiej i in. [2020b], stanowiącej 

rozdział II.5 niniejszej rozprawy doktorskiej. 

Efektywność oczyszczania ścieków w bioaugmentowanych układach badawczych określano na 

podstawie zmian ChZT, stężenia związków fenolowych i azotu amonowego w ściekach oraz zawartości 

zawiesin, wartości indeksu opadowego osadu i pH w dniu założenia eksperymentu, a następnie po 32, 

64 i 96 dniach prowadzenia eksperymentu. Stężenie związków fenolowych w ściekach badano zgodnie 

z normą PN-ISO 6439:1994 z użyciem 4-aminoantypiryny. Ponieważ metoda ta nie pozwala na 

oznaczenie związków fenolowych podstawionych w pozycji para, stężenie tych związków w ściekach 

analizowano dodatkowo za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej w układzie faz 

odwróconych, w której fazę mobilną stanowiła mieszanina metanolu i 1% kwasu octowego w stosunku 

objętościowym 50:50 (v/v). Na podstawie pomiaru wybranych parametrów operacyjnych procesu 

oczyszczania ścieków wyznaczono indeks jakości ścieków oczyszczonych (ang. WWQI, wastewater 

quality index). W czasie trwania eksperymentu, a także w dniu jego zakończenia oceniano wpływ 

introdukowanych szczepów OR45a i KB3 oraz ich konsorcjum na zmiany aktywności dehydrogenaz 

[Miksch, 1977], niespecyficznych esteraz [Schumacher i in., 2015] i katalaz [Yan, 1988] oraz liczebność 

mikroorganizmów heterotroficznych w osadzie czynnym, w tym bakterii zdolnych do wykorzystywania 

fenolu jako jedynego źródła węgla i energii. Do określenia kondycji osadu czynnego wykorzystano 

także analizę właściwej szybkości pobierania tlenu (SOUR) [Lim i in., 2013]. Ponadto oceniano zmiany 

potencjału funkcjonalnego populacji mikroorganizmów bioaugmentowanego osadu czynnego 

obciążonego odciekami przy użyciu techniki BIOLOG® EcoPlateTM [Michalska i in., 2019]. Natomiast 

zmiany żywej biomasy w inokulowanym osadzie czynnym monitorowano poprzez pomiar stężenia 

całkowitego, zawieszonego i wewnątrzkomórkowego ATP z wykorzystaniem zestawu BacTiter-GloTM 

Microbial Cell Viability kit [Järvik i in., 2010; Pistelok i in., 2016]. 
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I.4 Wyniki i dyskusja 

I.4.1 Charakterystyka fizykochemiczna i mikrobiologiczna odcieków ze stawu Kalina oraz analiza 

ich wpływu na oczyszczanie ścieków metodą osadu czynnego 

W pierwszym etapie pracy badawczej dokonano fizykochemicznej i mikrobiologicznej 

charakterystyki odcieków pochodzących z osadów dennych stawu Kalina oraz oceniono ich toksyczność 

względem mikroorganizmów autochtonicznych obecnych w osadzie czynnym. Pobrane do badań 

odcieki były mętne, miały zabarwienie czarne i zapach specyficzny dla związków fenolowych oraz 

charakteryzowały się silnie alkalicznym odczynem pH (9,0). Wśród wielu parametrów, które 

umożliwiają ocenę zmian składu jakościowego wód odciekowych, wartość pH jest uważana za 

wskaźnik stopnia jego agresywności [El-Fadel i in., 2017]. Ze względu na silnie alkaliczny odczyn 

można uznać, że odcieki ze stawu Kalina pochodziły ze starego i ustabilizowanego składowiska 

odpadów. W badanych wodach odciekowych stężenie związków organicznych wyrażonych jako ChZT 

wynosiło 2510 mg O2/l, podczas gdy stężenie związków ulegających biologicznej degradacji wyrażone 

jako BZTst wynosiło jedynie 13 mg O2/l. Główne źródło azotu w odciekach stanowił N-NH4
+ (399 mg/l), 

natomiast zawartość N-NH2
- i N-NH3

- była stosunkowo niska i wynosiła odpowiednio 0,04 i 2,93 mg/l. 

Ponadto odcieki charakteryzowały się wysoką zawartością P-PO4
3- (154 mg/l) i były skażone związkami 

fenolowymi w stężeniu 186 mg/l. Oprócz dużego ładunku zanieczyszczeń chemicznych, odcieki 

zawierały również znaczną ilość zanieczyszczeń mikrobiologicznych i dlatego zostały uznane jako 

potencjalne zagrożenie sanitarne i epidemiologiczne dla środowiska. Ogólna liczba heterotroficznych 

bakterii psychrofilnych w odciekach wynosiła 3,04 · 106 jtk/ml. Wśród nich duży udział miały bakterie 

nitkowate (5,68 · 105 jtk/ml) i promieniowce (1,25 · 106 jtk/ml). Wody odciekowe były natomiast w 

mniejszym stopniu zanieczyszczone przez grzyby (5,0 · 106 jtk/ml) i bakterie z grupy coli (1,06· 104 

jtk/ml), w tym bakterie fekalne (6,50 · 102 jtk/ml). Wysoka liczebność bakterii wskaźnikowych w 

odciekach może być związana ze stwierdzoną w nich znaczną zawartością fosforanów, które mogą 

stymulować wzrost bakterii chorobotwórczych w wodach odciekowych [Chudoba i in., 2013]. Ponieważ 

w Polsce brak jest regulacji prawnych normujących dopuszczalne wartości wskaźników zanieczyszczeń 

oznaczanych w wodach odciekowych, w niniejszej pracy do określenia ogólnego ładunku 

zanieczyszczeń niesionych przed odcieki wykorzystano indeks zanieczyszczenia odcieku (LPI), 

zaproponowany przez Kumar i Alappat [2005a]. Wartość LPI dla badanych odcieków określono na 

podstawie wartości pH, zawartości ChZT, zawiesin ogólnych, N-NH4
+ i BZTst, a także stężenia 

związków fenolowych i liczebności bakterii wskaźnikowych. Wyznaczona dla odcieków wartość 

indeksu ich zanieczyszczenia (38,280) przekraczała ponad 5-krotnie wartość graniczną LPI dla 

oczyszczonych wód odciekowych, które mogą być odprowadzane do wód śródlądowych (7,387) oraz 

2-8-krotnie wartości LPI oznaczone w odciekach pochodzących ze składowisk krajowych (4 - 18) 

[Kumar i Alappat, 2005b; Szymańska-Pulikowska, 2010]. Analiza potencjału funkcjonalnego zespołów 

mikroorganizmów obecnych w odciekach z wykorzystaniem systemu Biolog®EcoplateTM wykazała, że 

były one zdolne do przeżycia w obecności zanieczyszczeń występujących w wodach odciekowych, 

jednak nie wykorzystywały ich jako źródeł węgla i energii. Mikroorganizmy autochtoniczne 

charakteryzowały się słabą aktywnością metaboliczną, o czym świadczyła wartość wskaźnika 

maksymalnej aktywności mikrobiologicznej (Amax) na poziomie 0,4 i wartość wskaźnika bogactwa 

metabolicznego (S) na poziomie 6,00. Bakterie obecne w odciekach były zdolne do utylizacji zaledwie 

20% spośród 30 substratów wzrostowych dostępnych w systemie Biolog®EcoPlateTM, wykorzystując 

jako źródła węgla i energii jedynie wybrane kwasy karboksylowe (np. kwas 4-hydroksybenzoesowy), 

surfaktanty, glikogen i L-asparaginę. 

Przeważająca większość biologicznych oczyszczalni ścieków w Polsce stosuje system 

wspólnego oczyszczania odcieków ze składowisk odpadów ze ściekami komunalnymi, oparty na 

technologii osadu czynnego [Liwarska-Bizukojc in., 2019; Piotrowski i in., 2019]. Toksyczność 

poszczególnych ksenobiotyków w stosunku do mikroorganizmów autochtonicznych obecnych w 
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osadzie czynnym zależy w dużej mierze od ich budowy i właściwości fizykochemicznych. Natomiast 

toksyczność odcieków jest wynikiem synergistycznego lub antagonistycznego oddziaływania różnych 

zanieczyszczeń [Kalka, 2012]. Dane literaturowe wskazują, że przeprowadzone dotychczas badania 

toksyczności odcieków względem mikroorganizmów obejmowały wyłącznie wpływ wód odciekowych 

na pojedyncze szczepy bakterii, wchodzące w skład komercyjnie dostępnych testów [Matejczyk in., 

2011; Kalka, 2012]. W ramach niniejszej pracy doktorskiej ocenę toksyczności odcieków ze stawu 

Kalina przeprowadzono względem mikroorganizmów autochtonicznych obecnych w osadzie czynnym, 

pochodzącym z oczyszczalni ścieków Klimzowiec. Według danych udostępnionych przez 

oczyszczalnię udział procentowy odcieków ze stawu Kalina w surowych ściekach komunalnych wynosi 

1,5% w porze suchej i 5,5% w porze deszczowej. Dane literaturowe wskazują także, że rzeczywisty 

stosunek objętościowy odcieków do ścieków komunalnych dla większości oczyszczalni ścieków nie 

przekracza stosunku 10:90 (v/v) [Kalka, 2012; Campos i in., 2014; Faudala-Książek i in., 2014]. Na 

podstawie tych informacji w ocenie toksyczności wód odciekowych ze stawu Kalina wzięto pod uwagę 

zależność między różnymi stężeniami odcieków w ściekach syntetycznych (od 0 do 12,5%) a wzrostem 

testowanych mikroorganizmów autochtonicznych [Michalska i in., 2019]. Zastosowanie w badaniach 

ścieków syntetycznych było podyktowane koniecznością wyeliminowania wpływu ewentualnych zmian 

składu rzeczywistych ścieków komunalnych na wyniki prowadzonych eksperymentów. Na podstawie 

wyników uzyskanych w teście hamowania wzrostu mikroorganizmów z wykorzystaniem płytek 

mikrotitracyjnych, efektu toksycznego odcieków nie stwierdzono, gdy ich udział procentowy w 

ściekach syntetycznych wynosił mniej niż 3,45% (wartość NIC). Zahamowanie wzrostu 50% populacji 

mikroorganizmów nastąpiło natomiast w obecności 6,69% odcieków (wartość EC50). Ekspozycja 

mikroorganizmów autochtonicznych osadu czynnego na działanie 11,26% odcieków spowodowała 

całkowite zahamowanie ich wzrostu (wartość MIC100).  

W dalszych badaniach analizowano wpływ długotrwałej obecności 3,5%, a następnie 5,5% 

odcieków w ściekach na parametry operacyjne procesu oczyszczania ścieków syntetycznych. Badania 

wykazały stopniowy spadek efektywności usuwania ChZT w reaktorze typu SBR obciążonym 

odciekami, których procentowy udział w ściekach wynosił 3,5% a następnie 5,5%, odpowiednio z 95% 

do 69%, a następnie do 41%. Dla porównania wydajność procesu oczyszczania ścieków w bioreaktorze 

kontrolnym utrzymywała się na poziomie od 83% do 96%. Podobne zjawisko obserwowali De 

Albuquerque i in. [2018], którzy stwierdzili obniżenie efektywności usuwania zanieczyszczeń 

organicznych z 90% do 70%, a następnie do 50% w bioreaktorze obciążonym odciekami ze składowiska 

odpadów w São Carlos (Brazylia), w stężeniach odpowiednio 2% i 5%. Fluktuacjom składu 

chemicznego ścieków, związanym z odprowadzaniem odcieków do oczyszczalni, mogą towarzyszyć 

zmiany parametrów operacyjnych procesu biologicznego oczyszczania ścieków, takich jak: 

temperatura, odczyn, zasolenie oraz zawartość tlenu rozpuszczonego [Sipma i in., 2010]. Utrzymanie 

optymalnego pH (6,5 - 8,0) w komorze osadu czynnego w trakcie procesu oczyszczania ścieków ma 

kluczowe znaczenie dla stabilnej pracy oczyszczalni, ponieważ wpływa ono na spoistość, wytrzymałość 

i ładunek powierzchniowy kłaczków osadu oraz odgrywa ważną rolę w prawidłowym rozwoju 

mikroorganizmów autochtonicznych. W związku z tym gwałtowne zmiany odczynu ścieków mogą 

powodować uszkodzenie struktury zewnętrznej kłaczków osadu oraz spadek aktywności 

mikroorganizmów autochtonicznych, zmniejszenie ich bioróżnorodności i zahamowanie wzrostu, co 

może prowadzić do pogorszenia się kondycji osadu czynnego, a w konsekwencji do obniżenia 

efektywności procesu oczyszczania ścieków [Chong i in., 1997; Saraswathi i Saseetharan, 2010]. 

Ponadto wartość tego wskaźnika wpływa na skuteczność biodegradacji zanieczyszczeń w ściekach, 

m.in. fenolu i jego pochodnych [Duan, 2011; Cozma i in., 2012]. Badania wykazały, że obecność wód 

odciekowych w ściekach wpłynęła na wzrost wartości pH w bioreaktorze obciążonym 3,5% odciekami 

z 7,6 do 8,1. Ponadto wraz ze wzrostem udziału procentowego odcieków w ściekach z 3,5% do 5,5% 

obserwowano dalszy wzrost wartości tego parametru do 9,3. Zmiany pH w bioreaktorze obciążonym 

odciekami były skorelowane z pogorszaniem się właściwości sedymentacyjnych osadu czynnego, o 
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czym świadczyła niska wartość indeksu opadowego (IO), na poziomie 53 cm3/g, oznaczona w 

końcowym dniu eksperymentu. Podobnie Ghanizadeh i Sarrafpour [2001] wykazali, że wzrost pH 

ścieków z 5,7 do 9,0 przyczynił się do znacznego obniżenia IO osadu czynnego z 96 do 44 cm3/g. 

Badania prowadzone w ramach tej pracy doktorskiej wykazały także, że zmiany IO osadu czynnego 

obciążonego odciekami były związane z ich udziałem procentowym w ściekach. Podobne obserwacje 

poczynili Pieczykolan i in. [2016] oraz Ranjan i in. [2016], którzy odnotowali znaczący spadek wartości 

IO z 90 i 80 cm3/g do 30 i 20 cm3/g wraz ze wzrostem stężenia odcieków ze składowisk odpadów 

komunalnych w ściekach, odpowiednio z 2,5% do 15% i 40%. Ponieważ indeks opadowy osadu 

czynnego dostarcza informacji o ogólnej kondycji osadu czynnego, niska wartość tego parametru 

(poniżej 70 cm3/g) dla bioreaktora obciążonego odciekami ze stawu Kalina może świadczyć o dominacji 

w osadzie czynnym silnie rozdrobnionych kłaczków typu pinpoint. Analizy mikroskopowe potwierdziły 

zmiany morfologiczne kłaczków w osadzie czynnym obciążonym odciekami, które były mniejsze, 

bardziej rozproszone i mniej regularne niż w osadzie kontrolnym, oczyszczającym jedynie ścieki 

syntetyczne. Podobnie stopniowy wzrost ilości małych kłaczków w osadzie czynnym wraz ze wzrostem 

jego obciążenia odciekami w zakresie od 2,5% do 15% obserwowali Pieczykolan i in. [2016]. 

Monitorowanie zmian zawartości zawiesin ogólnych (MLSS), w tym zawiesin lotnych 

(MVLSS), jest kluczowe dla prawidłowego przebiegu procesu oczyszczania ścieków, ponieważ ich 

stosunek odzwierciedla stężenie biomasy w osadzie czynnym. Uważa się, że utrzymanie wartości MLSS 

w reaktorze typu SBR na poziomie od 2,5 do 5,0 mg/l pozwala na osiągnięcie pożądanego stężenia 

mikroorganizmów w osadzie czynnym [Artan i Orhon, 2005]. Wyniki badań wskazały, że obecność 

odcieków ze stawu Kalina w osadzie czynnym przyczyniła się do obniżenia stosunku MLVSS do MLSS 

z 0.83 do 0.69. Po 64 dniach prowadzenia eksperymentu zawartość MVLSS w bioreaktorze stanowiła 

około 63% MLSS i była zbyt niska, aby możliwe było osiągnięcie efektywnego usunięcia 

zanieczyszczeń w ściekach [Wang i in., 2010]. Jednocześnie obniżenie wartości stosunku MLVSS do 

MLSS w bioreaktorze obciążonym odciekami było skorelowane ze spadkiem liczebności 

mikroorganizmów heterotroficznych w tym środowisku o 28% w stosunku do ich liczebności w osadzie 

kontrolnym, w którym oczyszczano jedynie ścieki syntetyczne. Na tej podstawie można wnioskować, 

że związki chemiczne obecne w odciekach ze stawu Kalina miały wpływ na wzrost mikroorganizmów 

osadu czynnego, lecz ich obecność ograniczyła lub zahamowała wykorzystanie łatwo dostępnych w 

ściekach źródeł węgla i energii [Çeçen i Tezel, 2018]. Wnioski te potwierdzają wyniki badań 

dotyczących zmian różnorodności funkcjonalnej zespołów mikroorganizmów zasiedlających osad 

czynny obciążony odciekami z zastosowaniem systemu BIOLOG®. Analiza wykorzystania łatwo 

przyswajanych źródeł węgla na płytkach EcoPlateTM wykazała utratę zdolności mikroorganizmów 

autochtonicznych osadu czynnego do metabolizowania 33%, a następnie 40% źródeł węgla, gdy w 

bioreaktorze oczyszczane były ścieki syntetyczne o wzrastającym udziale procentowym odcieków, 

odpowiednio z 3,5% do 5,5%. Z kolei bakterie występujące w bioreaktorze kontrolnym były zdolne do 

wykorzystania substancji obecnych w ściekach syntetycznych, co przyczyniło się do wzrostu MVLSS i 

MLSS w tym układzie. W porównaniu z mikroorganizmami nienarażonymi na działanie wód 

odciekowych, bakterie występujące w osadzie czynnym obciążonym odciekami preferencyjnie 

metabolizowały przede wszystkim dostępne na płytkach EcoPlateTM węglowodany i związki fenolowe. 

Ponadto zwiększenie udziału procentowego odcieków w ściekach syntetycznych wpłynęło na 

metabolizm kwasów karboksylowych, surfaktantów i polimerów, powodując obniżenie intensywności 

ich utylizowania, odpowiednio z 19,4% do 7,8%, z 7,3% do 4,6% i z 7,5% do 4,0%. Porównując 

mikroorganizmy z bioreaktora kontrolnego oraz obciążonego wodami odciekowymi pod względem ich 

zdolności do wykorzystywania źródeł azotu i fosforu stwierdzono, że bakterie narażone na działanie 

odcieków w większym stopniu wykorzystywały związki zawierające azot, lecz nie potrafiły 

metabolizować związków zawierających fosfor. Obserwowane w kolejnych tygodniach różnice 

pomiędzy profilami metabolicznymi uzyskanymi dla osadu czynnego oczyszczającego jedynie ścieki 

syntetyczne i współoczyszczającego ścieki z odciekami mogą świadczyć o metabolicznym 
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wyspecjalizowaniu się mikroorganizmów w skażonym środowisku. Wpływ odcieków ze składowisk 

odpadów na różnorodność funkcjonalną zespołów mikroorganizmów autochtonicznych występujących 

w osadzie czynnym jest stosunkowo słabo udokumentowany w literaturze. W badaniach 

przeprowadzonych przez Röling i in. [2000] wykazano, że spośród 30 substratów wzrostowych 

dostępnych na płytce EcoPlateTM zespoły mikroorganizmów występujących w warstwie wodonośnej 

zanieczyszczonej odciekami ze składowiska odpadów w Banisveld (Boxtel, Holandia) preferencyjnie 

metabolizowały przede wszystkim związki aromatyczne. Z badań Taş i in. [2018] wynika natomiast, że 

w wodach gruntowych zanieczyszczonych wspomnianymi odciekami nastąpił znaczny wzrost liczby 

genów kodujących białka zaangażowane w metabolizm węglowodanów i związków fenolowych. 

Aktywność enzymatyczna i metaboliczna mikroorganizmów autochtonicznych występujących 

w osadzie czynnym stanowią kluczowe wskaźniki do oceny ich zdolności do rozkładu związków 

chemicznych zawartych w ściekach [Griebe i in., 1997; Oviedo i in., 2009; Xia i in., 2018]. Wyniki 

przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazują, że wprowadzenie wód odciekowych ze 

stawu Kalina do ścieków znacząco wpłynęło na obniżenie aktywności dehydrogenaz i niespecyficznych 

esteraz w osadzie czynnym, odpowiednio o 70% i 33%. Ponieważ aktywność badanych enzymów w 

osadzie czynnym stale spadała w trakcie prowadzenia eksperymentu, można wnioskować, że obecność 

wód odciekowych w ściekach stanowiła czynnik stresowy dla mikroorganizmów autochtonicznych, do 

którego nie potrafiły się zaadaptować. Wpływ różnych stężeń odcieków ze składowisk odpadów na 

aktywność dehydrogenaz w osadzie czynnym analizowali także Li i Zhao [1999] oraz Grosser i in. 

[2018]. Wyniki badań tych autorów wskazały na znaczący spadek aktywności oddechowej 

mikroorganizmów wraz ze wzrostem procentowego udziału odcieków w mieszaninie ze ściekami 

syntetycznymi powyżej 15%.  

Chociaż aktywność enzymatyczna i metaboliczna mikroorganizmów w osadzie czynnym jest 

niezwykle ważna dla prawidłowego funkcjonowania tego ekosystemu, analiza tych parametrów bardzo 

rzadko jest brana pod uwagę podczas oceny wpływu odcieków na funkcjonowanie oczyszczalni 

ścieków. Wyniki badań przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wykazały, że 

mikroorganizmy w osadzie czynnym obciążonym odciekami były zdecydowanie mniej aktywne niż 

bakterie w środowisku niepoddanym działaniu wód odciekowych, o czym świadczą niższe wartości 

indeksu różnorodności Shannona-Wienera (H’ECO), bogactwa metabolicznego (S) i maksymalnej 

aktywności mikrobiologicznej (Amax), odpowiednio o 37%, 63% i 48%. Niska aktywność metaboliczna 

w osadzie czynnym obciążonym odciekami była skorelowana z utratą zdolności mikroorganizmów 

autochtonicznych do utylizowania określonych substratów wzrostowych (m.in. związków 

zawierających fosfor) oraz ze wzrostem wykorzystania związków fenolowych i zawierających azot. 

Obniżenie różnorodności funkcjonalnej zespołów mikroorganizmów w osadzie czynnym może 

wskazywać na spadek liczebności grup mikroorganizmów istotnych dla procesu oczyszczania ścieków, 

m.in. bakterii zdolnych do solubilizacji fosforanów, które mogły zostać wyparte przez gatunki 

mikroorganizmów pochodzące z odcieków. 

Do monitorowania zmian strukturalnych zachodzących w populacji mikroorganizmów osadu 

czynnego w czasie prowadzonego eksperymentu wykorzystano metodę FAMEs. Analiza uzyskanych 

profili FAMEs wykazała, że mikroorganizmy autochtoniczne osadu czynnego były bardzo wrażliwe na 

zanieczyszczenia obecne w odciekach i wykazywały mechanizmy adaptacji do obecności wód 

odciekowych w ściekach syntetycznych. Zasadnicze zmiany w profilach FAMEs dotyczyły wzrostu 

zawartości kwasów 16:0, 3-hydroksy i 15:0 anteiso, odpowiedzialnych za usztywnienie struktury błony 

bakteryjnej. W odpowiedzi na wzrost udziału procentowego odcieków w ściekach zaobserwowano 

także stopniowy wzrost udziału kwasów rozgałęzionych i cyklopropanowych, odpowiedzialnych za 

usztywnienie błony bakteryjnej i obniżenie jej przepuszczalności [Murínová i Dercová, 2014]. 

Natomiast wzrost udziału kwasów rozgałęzionych o izomerii anteiso w stosunku do kwasów o izomerii 

iso może być wynikiem odpowiedzi mikroorganizmów autochtonicznych w osadzie czynnym na stres 

pH, wynikający z obecności odcieków w ściekach [Giotis i in., 2007]. W niniejszej pracy uzyskano 
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interesujące wyniki dotyczące udziału poszczególnych grup mikroorganizmów w osadzie czynnym w 

trakcie procesu współoczyszczania ścieków z odciekami. Pomimo przewagi bakterii Gram-ujemnych w 

bioreaktorze kontrolnym oraz obciążonym odciekami, w trakcie prowadzenia eksperymentu 

obserwowano stopniowe zmniejszanie się udziału procentowego biomarkerów charakterystycznych dla 

tej grupy mikrobiologicznej przy jednoczesnym wzroście zawartości markerów FAME dla bakterii 

Gram-dodatnich. Wyniki tej części badań opublikowano w pracy Michalskiej i in. [2019], która stanowi 

rozdział II.3 niniejszej rozprawy. 

 

I.4.2 Charakterystyka wybranych szczepów bakteryjnych pod kątem ich przydatności do 

bioaugmentacji osadu czynnego obciążonego odciekami ze stawu Kalina 

Drugi etap badań obejmował ocenę przydatności 10 szczepów bakteryjnych do bioaugmentacji 

osadu czynnego obciążonego odciekami ze stawu Kalina. Ponieważ dane literaturowe wskazują, że 

zbiornik ten zanieczyszczony jest w dużej mierze związkami fenolowymi [Tkaczyk i in., 2005; 

Wrześniak i Kopyczok, 2012; Chojniak i in., 2015], w badaniach oceniano zdolność wybranych bakterii 

do wykorzystywania fenolu, 2-metylofenolu, 3-metylofenolu, 4-metylofenolu, mieszaniny krezoli, 

kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego i katecholu oraz 4-aminofenolu 

jako źródeł węgla i energii. Stwierdzono, że najwyższym potencjałem degradacyjnym charakteryzowały 

się szczepy: P. putida OR45a, P. putida KB3, P. putida N6 i S. maltophilia KB3, które były zdolne do 

wzrostu w obecności wysokich stężeń katecholu, benzoesanu, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu 

3,4-dihydroksybenzoesowego, fenolu, 2-metylofenolu, 4-metylofenolu oraz mieszaniny krezoli. 

Rozkład mikrobiologiczny tych związków jest możliwy dzięki aktywności zależnych od żelaza 

enzymów z klasy oksydaz, które są odpowiedzialne za rozszczepienie pierścienia aromatycznego. 

Działanie tych enzymów może być wspomagane poprzez wydzielanie związków zwanych sideroforami, 

które zwiększają biodostępność jonów żelaza (Fe3+) dla komórek bakterii z trudno rozpuszczalnych 

substratów i środowisk o niskim stężeniu tego pierwiastka [Joshi i in., 2014]. Dane literaturowe 

wskazują ponadto, że produkcja sideroforów może również pozytywnie wpływać na ruchliwość 

bakterii, a także wspomagać ich odporność na stres oksydacyjny i stres będący wynikiem obecności 

związków aromatycznych [Li i in., 2019]. Zdolność do produkcji sideroforów potwierdzono u trzech 

szczepów: P. putida OR45a, P. putida KB3 i S. maltophilia KB3, zdolnych do wzrostu w obecności 

wysokich stężeń odcieków ze stawu Kalina.  

Autoagregacja i koagregacja między genetycznie identycznymi i odległymi bakteriami 

odgrywają kluczową rolę w tworzeniu kłaczków osadu czynnego, które chronią mikroorganizmy przed 

wnikaniem toksycznych związków chemicznych do ich komórek [Malik i in., 2003; Liu i in., 2015]. W 

związku z tym poszukiwanie bakterii posiadających takie cechy może mieć istotne znaczenie dla 

osiągnięcia efektywnej bioaugmentacji osadu czynnego [Cheng i in., 2014]. Potwierdzają to badania 

Jiang i in. [2006], którzy zaobserwowali przyspieszenie rozkładu fenolu i poprawę granulacji w osadzie 

czynnym po jego inokulacji szczepem Propioniferax-like PG-02 zdolnym do rozkładu fenolu oraz 

szczepem Comamonas sp. PB-08 wykazującym właściwości agregacyjne. Podobną kooperację między 

szczepami Rhodococcus sp. YYL, Bacillus cereus MLY1 i Bacillus aquimaris MLY2, 

introdukowanymi do osadu czynnego skażonego tetrahydrofuranem, zaobserwowali także Yao i in. 

[2013]. Z kolei badania przeprowadzone przez Adav i in. [2008] oraz Di Gioia [2004] wykazały, że 

dzięki zdolnościom agregacyjnym mikroorganizmy o niskim potencjale degradacyjnym mogą 

wspomagać rozkład zanieczyszczeń w osadzie czynnym prowadzony przez inne introdukowane do 

niego szczepy bakteryjne. Wyniki badań zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy potwierdziły 

dobre zdolności autoagregacyjne szczepów P. putida OR45a i P. putida KB3, odznaczających się 

jednocześnie wysokim potencjałem degradacyjnym w kierunku rozkładu fenolu oraz szczepów G. soli 

OR45b i Pseudomonas sp., które nie były zdolne do wykorzystywania tego związku jako źródła węgla. 

Wszystkie te bakterie wykazywały ponadto dobrą lub silną zdolność do koagregacji z 

mikroorganizmami autochtonicznymi osadu czynnego. 

Ważną cechą bakterii przeznaczonych do bioaugmentacji osadu czynnego jest ich zdolność do 

syntezy związków zwanych bioflokulantami, które wspierają agregację komórek i unieruchomienie 
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zanieczyszczeń zawieszonych w ściekach. Wprowadzenie takich mikroorganizmów do bioreaktora 

może przyspieszyć proces granulacji osadu i wspomóc tworzenie bardziej stabilnych kłaczków. Takie 

zjawisko obserwowali Song i in. [2013], którzy bioaugmentowali osad czynny z użyciem konsorcjum 

bakteryjnego złożonego ze szczepów Devosia hwasunensis i Tetrasphera elongata, produkujących 

bioflokulanty. W innych badaniach Guo i in. [2010] wykazali, że synteza bioflokulantów przez Bacillus 

sp. F2 i Bacillus sp. F6 przyczyniła się do wzrostu bakterii odpowiedzialnych za spójność kłaczków 

osadu i poprawę jego flokulacji. Produkcja bioflokulantów przez bakterie może także wspomagać 

usuwanie różnych zanieczyszczeń w ściekach [Tawila i in., 2018; Gomaa i El-Meihy, 2019]. Oceniając 

zdolność badanych szczepów bakteryjnych do produkcji bioflokulantów stwierdzono, że jedynie 

szczepy R. erythropolis KB4 i P. putida N6 nie posiadały lub miały słabe właściwości biofokulacyjne 

(<20%), natomiast pozostałe badane bakterie charakteryzowały się dobrą (39% do 49%) lub silną (50% 

do 70%) zdolnością do bioflokulacji.  

Zdolność mikroorganizmów do komunikowania się ze sobą poprzez wykrywanie i reagowanie 

na cząsteczki sygnałowe, zwane autoinduktorami (quorum sensing), jest bardzo ważna podczas wyboru 

pożądanych bakterii do bioaugmentacji osadu czynnego, ponieważ może ona wspierać ich komunikację 

z mikroorganizmami autochtonicznymi w tym środowisku, a tym samym umożliwiać jego skuteczne 

zasiedlanie. Zjawisko to badali Wang i in. [2013], którzy wykazali, że laktony N-acylo-L-homoseryny 

(N-AHLs) wytwarzane przez Acinetobacter sp. TW były odpowiedzialne za ochronę komórek przed 

toksycznym wpływem ścieków przemysłowych i umożliwiły wbudowanie się tej bakterii w strukturę 

kłaczków osadu czynnego. Analiza zdolności bakterii Gram-ujemnych do wytwarzania N-AHLs w 

ramach niniejszej rozprawy doktorskiej nie potwierdziła występowania tej cechy jedynie u szczepu P. 

putida N6. 

Kolejny etap selekcji szczepów bakterii do bioaugmentacji osadu czynnego obejmował ocenę 

ich zdolności do wytwarzania substancji egzopolisacharydowych (EPS), które pośredniczą w agregacji 

komórek podczas tworzenia się kłaczków osadu czynnego, co determinuje ich budowę, ładunek i 

zdolności sedymentacyjne [Gnida i in., 2006]. Ponadto regiony hydrofobowe i liczne anionowe grupy 

funkcyjne obecne w strukturze EPS nie tylko pośredniczą w gromadzeniu składników odżywczych, ale 

także wiążą zanieczyszczenia obecne w ściekach, m.in. metale ciężkie [More i in., 2014; Gupta i Thakur, 

2016]. Wyniki badań wykazały, że zdolność szczepów P. putida OR45a, P. putida KB3, P. putida mt-

2, P. fluorescens i S. maltophilia KB2 do wytwarzania EPS może intensyfikować ich wzrost w obecności 

odcieków ze stawu Kalina w ściekach oraz tworzenie większych kłaczków o bardziej spoistej i 

regularnej strukturze. Proces powstawania kłaczków osadu czynnego jest także ściśle związany z 

hydrofobowością powierzchni komórek mikroorganizmów (CSH). Badania wykazały, że inokulacja 

osadu czynnego mikroorganizmami o wysokiej wartości CSH może przyspieszyć proces jego granulacji 

i usuwanie zanieczyszczeń w ściekach, m.in. związków aromatycznych, metali, azotu i fosforu, a także 

wspomóc adhezję i wzajemną agregację komórek [Adav i in., 2008; Liu i in., 2009]. Na podstawie 

uzyskanych wyników szczepy P. putida OR45a, P. putida KB3, P. putida mt-2 i S. maltophilia KB2 

uznano jako te o najsilniejszych właściwościach hydrofobowych (CSH > 50%). Dla porównania 

hydrofobowość komórek pozostałych testowanych mikroorganizmów spadała w obecności 3,5% 

odcieków, co skutkowało zmianą profilu ich błony na bardziej hydrofilowy. Zjawisko to może być 

wynikiem zmniejszenia dostępności i przepuszczalności bakteryjnej ściany komórkowej dla 

zanieczyszczeń obecnych w wodach odciekowych, aby zapobiec przedostawaniu się zanieczyszczeń do 

wnętrza komórki [Fernandes i in., 2003]. Niemniej jednak, u dwóch szczepów - P. putida OR45a i 

Planococcus sp. S5 obecność odcieków prowadziła do modyfikacji powierzchni komórek w kierunku 

bardziej hydrofobowego charakteru, co może sugerować, że bakterie te były zdolne do degradacji 

zanieczyszczeń obecnych w wodach odciekowych. Podobne wnioski wysunęli Wick i in. [2003] 

przypisując wzrost hydrofobowości komórek szczepu Mycobacterium frederiksbergense w obecności 

antracenu w podłożu wzrostu, jego zdolności do wykorzystania tego związku jako źródła węgla i energii. 

Metabolizm wielu zanieczyszczeń obecnych w środowisku jest często utrudniony ze względu 

na ich hydrofobowy charakter. Zdolność do produkcji związków zwanych biosurfaktantami, które 

zmniejszają napięcie powierzchniowe i międzyfazowe, a tym samym zwiększają dostępność 

zanieczyszczeń dla mikroorganizmów jest pożądaną cechą kandydatów do bioaugmentacji środowisk 



 

 

20 

 

zanieczyszczonych odciekami ze składowisk odpadów [Fernandes i in., 2003; Liu i in., 2009]. Dane 

literaturowe wskazują na poprawę wydajności biodegradacji, m.in. nonylofenolu i zanieczyszczeń 

pochodzących z przemysłu papierniczego w osadzie czynnym bioaugmentowanym odpowiednio 

szczepem Sphingomonas sp. TTNP3 i Gordonia JW8 [Cirja i in., 2009; Chen i in., 2012]. Wstępna 

ocena zdolności szczepów testowanych pod kątem bioaugmentacji osadu czynnego obciążonego 

odciekami ze stawu Kalina do produkcji biosurfaktantów wskazała szczepy P. putida OR45a, P. putida 

KB3, P. putida mt-2, P. fluorescens i S. maltophilia KB2 jako potencjalnie zdolne do produkcji 

związków powierzchniowo czynnych. Analiza potencjalnych producentów biosurfaktantów pod kątem 

ich zdolności do emulgowania węglowodorów obecnych w oleju diesla wykazała jednak, że jedynie 

szczepy P. putida OR45a i P. putida KB3 produkowały związki odznaczające się wysoką aktywnością 

emulgującą (> 45%). 

Jednym z mechanizmów chroniących bakterie przed toksycznym działaniem zanieczyszczeń w 

ściekach jest ich zdolność do chemotaksji. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji stwierdzono, że 

obecność odcieków w podłożu wzrostu prowadziła do zmniejszenia się ruchliwości szczepów: R. 

erythropolis KB4, Planococcus sp. S5, P. putida N6, P. putida OR45a, P. putida KB3, S. maltophilia 

KB2, P. fluorescens, Pseudomonas sp. i G. soli OR45b. Spośród badanych bakterii jedynie szczep P. 

putida mt-2 wykazywał chemotaksję dodatnią w kierunku obecnych w podłożu wzrostu odcieków.  

Przeprowadzone analizy fenotypowe i biochemiczne umożliwiły wstępnie wyłonienie dwóch 

potencjalnych kandydatów P. putida OR45a i P. putida KB3 do bioaugmentacji osadu czynnego 

obciążonego odciekami ze stawu Kalina. Wybrane mikroorganizmy charakteryzowały się wysokim 

potencjałem metabolicznym oraz posiadały cechy wspomagające degradację zanieczyszczeń i 

wbudowywanie się w strukturę osadu czynnego. Analiza genomowa in silico potwierdziła obecność w 

genomach obu bakterii genów kodujących enzymy zaangażowane w szlaki rozkładu związków 

aromatycznych, m.in. oksydaz odpowiedzialnych za hydroksylację i rozszczepienie pierścienia 

aromatycznego (gen hcA2). W genomach obu szczepów stwierdzono także obecność genów 1,2-

dioksygenazy katecholowej, jak również 2,3-dioksygenazy katecholowej (catA i dmpB). Analizy 

genomowe potwierdziły wyniki uzyskane z wykorzystaniem systemu BIOLOG®, wskazując na 

zdolność badanych szczepów do efektywnej biodegradacji fenolu i benzoesanu. Ponadto w genomach 

obu szczepów wykazano obecność genu oscA, który koduje zależną od żelaza dysmutazę 

ponadtlenkową, co może wspomagać przetrwanie tych bakterii w niesprzyjających warunkach. Wyniki 

te sugerują, że bioaugmentacja osadu czynnego z użyciem szczepów P. putida OR45a i P. putida KB3 

może być pomocniczą strategią w zmniejszaniu stresu oksydacyjnego w bioreaktorach narażonych na 

różne toksyczne związki obecne w ściekach. Przeprowadzone analizy genomowe wskazały także na 

zdolność szczepów: P. putida OR45a i P. putida KB3 do syntezy alginianu. Uważa się, że ten 

egzopolisacharyd pełni funkcję ochronną w środowisku, w którym mikroorganizmy są stale narażone 

na stres oksydacyjny [Hentzer i in., 2001]. Ponadto Lin i in. [2008] wykazali, że produkowany przez 

bakterie alginian pozytywnie wpływał na proces tworzenia kłaczków osadu czynnego i jego właściwości 

sedymentacyjne. Z kolei na funkcję ochronną tego egzopolisacharydu przed drapieżnictwem ze strony 

pierwotniaków zwrócili uwagę Matz i in. [2004]. 

Wynikiem współoczyszczania ścieków z odciekami ze składowisk odpadów jest narażenie 

mikroorganizmów autochtonicznych osadu czynnego nie tylko na działanie związków fenolowych, ale 

również rozpuszczalników organicznych, antybiotyków, metali ciężkich oraz jonów amonowych. 

Podstawowe mechanizmy tolerancji bakterii na obecność rozpuszczalników obejmują działanie 

systemów pomp błonowych (ang. efflux pumps), które usuwają toksyczne substancje z komórki [Rojas 

i in., 2001]. U obu kandydatów do bioaugmentacji osadu czynnego potwierdzono obecność pomp 

zwiększających oporność tych szczepów na różne rozpuszczalniki, takie jak: n-heksan, p-ksylen, toluen, 

styren, m-ksylen, propylobenzen i etylobenzen. Ponadto wykazano, że szczep P. putida KB3 jest oporny 

na antybiotyki, m.in. ampicylinę, penicylinę G, erytromycynę, nowobiocynę i tetracyklinę. W genomach 

obu szczepów stwierdzono obecność operonu mer, związanego z opornością komórek na jony Hg2+. 

Ponadto w genomie szczepu P. putida KB3 potwierdzono obecność genów kodujących białka 

odpowiedzialne za przeciwdziałanie stresowi oksydacyjnemu wywołanemu przez jony chromu. Dane 
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literaturowe dowodzą, że wzrost stężenia tego pierwiastka w ściekach powyżej 10 µg/ml może 

prowadzić do inhibicji oddychania i zahamowania wzrostu drobnoustrojów w osadzie czynnym 

[Stasinakis i in., 2002]. Z przeprowadzonych badań wynika, że obecność jonów chromu (Cr6+) w 

środowisku wzrostu w stężeniach odpowiednio, 8,30 i 11,30 µg/µl nie powodowała zahamowania 

wzrostu szczepów P. putida OR45a i P. putida KB3. Wykorzystanie tradycyjnej technologii osadu 

czynnego do współoczyszczania ścieków z odciekami ze składowisk odpadów jest bardzo trudne, 

szczególnie w przypadku wód odciekowych pochodzących z ustabilizowanych i starych składowisk, 

które charakteryzują się wysokim poziomem azotu amonowego (360 do 2150 µg/ml) [Kumar i Allapat 

2005 a czy b]. Udowodniono, że wysokie stężenie azotu amonowego w ściekach może przyczyniać się 

do zahamowania wzrostu i aktywności mikroorganizmów w osadzie czynnym i w związku z tym 

prowadzić do zaburzenia procesu biodegradacji zanieczyszczeń [Li i Zhao, 1999]. Ze względu na te 

problemy konieczne jest zatem usunięcie tego zanieczyszczenia ze ścieków. Nieliczne badania wskazują 

jednak na osiągnięcie efektywnego procesu współoczyszczania ścieków i odcieków charakteryzujących 

się wysokim stężeniem azotu amonowego [Yu i in., 2014]. Wyniki badań prowadzonych w ramach 

niniejszej rozprawy wskazują, że szczepy P. putida OR45a i P. putida KB3 mogą być wykorzystane do 

bioremediacji środowisk zanieczyszczonych N-NH4
+, ze względu na ich zdolność do wzrostu w 

obecności wysokich stężeń jonów amonowych, wynoszących odpowiednio 600 i 1000 µg/ml. Wyniki 

tej części badań opublikowano w pracy Michalskiej i in. [2020a], która stanowi rozdział II.4 

prezentowanej rozprawy. 

 

I.4.3 Ocena efektywności bioaugmentacji osadu czynnego szczepami P. putida OR45a i P. putida 

KB3 oraz ich konsorcjum w oczyszczaniu ścieków obciążonych odciekami ze stawu Kalina 

Ostatnim etapem prac było zbadanie efektywności oczyszczania ścieków w 

bioaugmentowanym osadzie czynnym, obciążonym odciekami ze stawu Kalina, z użyciem 

wyselekcjonowanych szczepów P. putida OR45a i P. putida KB3 oraz ich konsorcjum. Wykorzystane 

w eksperymencie bioaugmentacyjnym odcieki zostały dodatkowo skażone mieszaniną siedmiu 

związków fenolowych: fenolu, 3-metylofenolu, 4-metylofenolu, 3-etylofenolu, 2,4-dimetylofenolu, 3,4-

dimetylofenolu i 2,3,5-trimetylofenolu, aby odzwierciedlić rzeczywiste stężenie fenoli w odciekach ze 

stawu Kalina, odnotowane w okresie rewitalizacji zbiornika. Po zakończeniu eksperymentu istotne 

statystyczne (p<0,05) ubytki badanych związków fenolowych stwierdzono we wszystkich 

bioaugmentowanych reaktorach. Największy ubytek fenoli (95%) odnotowano w osadzie czynnym 

bioaugmentowanym szczepem P. putida KB3, podczas gdy w osadzie niepoddanym bioaugmentacji, w 

którym mikroorganizmy autochtoniczne nie były zdolne do całkowitego rozkładu związków 

fenolowych obecnych w odcieku, szczególnie 4-metylofenolu, 3,4-dimetylofenolu i 2,3,5-

trimetylofenolu, był on prawie 2-krotnie niższy (50%). Wysoka efektywność usuwania związków 

fenolowych w układach inokulowanych szczepami P. putida OR45a i P. putida KB3 oraz ich 

konsorcjum była jednocześnie skorelowana z wysoką skutecznością usuwania zanieczyszczeń 

organicznych wyrażonych jako ChZT (odpowiednio 79%, 86% i 83%) oraz azotu amonowego 

(odpowiednio 88%, 91%, i 88%), które w osadzie niebioaugmentowanym wynosiły odpowiednio 45% 

i 64%. Wyniki badań bioaugmentacyjnych potwierdziły dodatkowo, że oba szczepy wykazywały 

zdolność do intensywnego usuwania azotu amonowego w ściekach. Introdukowanie szczepów 

bakteryjnych do bioreaktorów korespondowało jednocześnie z powstawaniem wysokiej jakości ścieków 

oczyszczonych o lekko alkalicznym pH (7,45-8,19) i WWQI mieszczącym się w zakresie od 57 do 88. 

Z drugiej strony zaburzenia procesu usuwania zanieczyszczeń w bioreaktorze niebioaugmentowanym i 

wystawionym na działanie odcieków prowadziły do powstania ścieków o złej jakości, o czym 

świadczyło ich silnie alkaliczne pH (9,47) i WWQI = 250. Odczyn ścieków jest jednym z najbardziej 

krytycznych czynników świadczących o stabilnej pracy oczyszczalni ścieków, ponieważ wpływa na 

wytrzymałość i ładunek powierzchniowy kłaczków osadu czynnego [Hong i in., 2016]. Bioaugmentacja 
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osadu z użyciem wyizolowanych szczepów umożliwiła utrzymanie stabilności procesu oczyszczania 

ścieków. Powyższa obserwacja może wskazywać na to, że między inokulowanymi do bioreaktora 

szczepami bakteryjnymi, jak również między tymi szczepami a mikroorganizmami autochtonicznymi 

nie doszło do oddziaływań antagonistycznych. Udaną bioaugmentację odcieków pochodzących ze 

stawu na wysypisku odpadów Bukit Beruntung (Malezja) szczepem Bacillus salmalaya 139SI 

przeprowadzili Dadrasnia i in. [2017], którzy zaobserwowali, że wprowadzenie tej bakterii do wód 

odciekowych korespondowało ze wzrostem efektywności usuwania ChZT i N-NH4
+ z około 30% do 

odpowiednio 91% i 80%, w porównaniu do odcieku niebioaugmentowanego. Z kolei Yu i in. [2014] 

wykazali, że skuteczność usuwania ChZT i N-NH4
+ w ściekach obciążonych odciekami ze starego 

składowiska odpadów zlokalizowanego w pobliżu miasta Chang Chun (Chiny) osiągnęła 86% i 50% 

oraz 90% i 50% w układach inokulowanych odpowiednio Bacillus cereus Jlu i Enterococcus 

casseliflavus Jlu. Dla porównania bakterie autochtoniczne obecne w tym środowisku były zdolne do 

usunięcia 70% ChZT i 40% N-NH4
+. 

Pomiar właściwej szybkości pobierania tlenu (SOUR) jest istotnym wskaźnikiem stosowanym 

do oceny kondycji osadu czynnego w bioreaktorze i identyfikacji potencjalnych niestabilności systemu 

oczyszczania ścieków, ponieważ opisuje szybkość oddychania mikroorganizmów, silnie związaną z ich 

aktywnością metaboliczną oraz żywotnością [Zubrowska-Sudol i Walczak, 2014]. W kolejnym etapie 

badań bioaugmentacyjnych przeprowadzono zatem ocenę wpływu bioaugmentacji na kondycję, 

aktywność enzymatyczną i metaboliczną oraz potencjał funkcjonalny osadu czynnego, obciążonego 

odciekami ze stawu Kalina. Stwierdzono, że obecność odcieku w ściekach przyczyniła się do obniżenia 

wartości SOUR w osadzie czynnym o 53% (z 8,4 do 3,9 mgO2/g MLSS · h). Dla porównania parametr 

ten osiągał prawie 2-3-krotnie wyższe wartości w bioreaktorach obciążonych odciekami i 

bioaugmentowanych szczepami bakterii (7,9 - 8,4 mgO2/g MLSS · h), a także w reaktorze kontrolnym, 

oczyszczającym jedynie ścieki syntetyczne (9,1 mgO2/g MLSS · h). Podobne zjawisko zaobserwowali 

Eichner i in. [1999], którzy stwierdzili, że spadek poboru tlenu przez mikroorganizmy obecne w 

bioreaktorze był wynikiem stresu spowodowanego obciążeniem osadu czynnego wysokim ładunkiem 

zanieczyszczeń. Natomiast w badaniach przeprowadzonych przez Contreras i in. [2008] pomiar SOUR, 

wykorzystany do oceny toksyczności fenolu względem nieaklimatyzowanych i aklimatyzowanych 

autochtonicznych mikroorganizmów w osadzie czynnym, wykazał, że fenol był toksyczny jedynie dla 

mikroorganizmów, które wcześniej nie były przystosowane do jego obecności w ściekach. Pojawienie 

się tego związku w osadzie czynnym, niemającym wcześniej kontaktu z fenolem, przyczyniło się do 

obniżenia poziomu respiracji mikroorganizmów autochtonicznych w tym środowisku o 75%.  

Aktywność enzymatyczna mikroorganizmów autochtonicznych w osadzie czynnym jest 

niezwykle ważna dla właściwego funkcjonowania i utrzymania stabilności tego ekosystemu. Warto 

podkreślić, że parametr ten z reguły nie jest brany pod uwagę podczas oceny wpływu odcieków na stan 

osadu. Ponieważ dehydrogenazy, nieswoiste esterazy i katalazy odgrywają kluczową rolę w procesie 

metabolizowania zanieczyszczeń w ściekach, w przeprowadzonych badaniach bioaugmentacyjnych 

oceniono wpływ odcieków na ich aktywność. Stwierdzono, że obecność odcieków w ściekach w 

największym stopniu wpłynęła na aktywność enzymów w bioreaktorze niepoddanym bioaugmentacji, 

przyczyniając się do znacznego zmniejszenia aktywności dehydrogenaz, nieswoistych esteraz i katalaz, 

odpowiednio o 76%, 59% i 18%. Dla porównania aktywność tych enzymów w reaktorze kontrolnym 

oraz w bioreaktorach bioaugmentowanych była 3-4-krotnie wyższa. Spośród badanych enzymów 

dehydrogenazy okazały się najbardziej wrażliwe na toksyczne składniki odcieków. Podobne zjawisko 

opisali Yao i in. [2013], którzy stwierdzili, że spośród wielu enzymów, których aktywność badano w 

osadzie czynnym zanieczyszczonym tetrahydrofuranem, aktywność dehydrogenaz była zbliżona do 

granic poziomu wykrywalności i prawie całkowicie została zahamowana. Powyższa obserwacja wiązała 

się także ze znaczącym spadkiem różnorodności strukturalnej zespołów drobnoustrojów w tym 

ekosystemie. Innymi ważnymi enzymami o kluczowym znaczeniu w procesie rozkładu zanieczyszczeń 

są esterazy. Ze względu na szeroką specyficzność substratową, enzymy te biorą udział w rozkładzie 
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wielu związków naturalnych oraz ksenobiotyków [Boczar i in., 2001] i dzięki tej właściwości mogą 

służyć do oceny aktywności oraz żywotności mikroorganizmów. Ponadto esterazy są wrażliwe na 

zmiany parametrów operacyjnych procesu oczyszczania ścieków, m.in. pH i temperatury, i podobnie 

jak katalazy uczestniczą także w obronie komórek mikroorganizmów przed stresem oksydacyjnym 

[Amariei i in., 2020]. Obserwowany w 32 dniu eksperymentu nieznaczny wzrost aktywności esteraz w 

osadzie czynnym obciążonym odciekami w stężeniu 3,5% może być związany z próbą adaptacji 

mikroorganizmów autochtonicznych do zanieczyszczeń pochodzących z wód odciekowych. Jednakże 

gwałtowny spadek aktywności tych enzymów wraz ze wzrostem udziału procentowego odcieków w 

ściekach z 3,5% do 5,5%, a następnie do 12,5% świadczy o toksycznym wpływie zanieczyszczeń 

obecnych w wodach odciekowych na populację mikroorganizmów. Ponieważ odczyn ścieków ma duże 

znaczenie dla aktywności esteraz, spadek ich aktywności w bioreaktorze niebioaugmentowanym i 

obciążonym odciekami może być związany ze znacznym wzrostem pH w ściekach powyżej 8,5, co 

mogło spowodować dezaktywację tych enzymów [Martínez-Martínez i in., 2014]. Ponieważ 

wprowadzenie szczepów P. putida KB3 i P. putida OR45a oraz ich konsorcjum do osadu czynnego 

pozwoliło na zniesienie efektu toksycznego wywoływanego przez odcieki, można sądzić, że materiał 

genetyczny tych bakterii niósł geny kodujące białka odpowiedzialne za przeciwdziałanie stresowi 

oksydacyjnemu.  

Sukces bioaugmentacji osadu czynnego zależy w dużej mierze od zdolności introdukowanych 

bakterii do przeżycia i utrzymania wysokiej aktywności w tym środowisku. Wyniki przeprowadzonych 

badań dowiodły, że aktywność enzymatyczna w bioaugmentowanym bioreaktorze była wyższa podczas 

współoczyszczania ścieków z odciekami niż w bioreaktorze niepoddanym bioaugmentacji. Wzrost 

aktywności drobnoustrojów w bioaugmentowanym osadzie czynnym obciążonym odciekami był 

skorelowany ze wzrostem biomasy osadu, a także liczebności mikroorganizmów heterotroficznych, 

podczas gdy w bioreaktorze niepoddanym bioaugmentacji nastąpiło znaczne obniżenie wartości tych 

parametrów. Można sugerować, że obecne w odciekach związki chemiczne nie były metabolizowane 

przez mikroorganizmy autochtoniczne, ale mogły być wykorzystywane przez introdukowane do osadu 

szczepy bakteryjne. Na takie zjawisko może wskazywać wzrost liczebności bakterii heterotroficznych 

zdolnych do rozkładu fenolu jako jedynego źródła węgla i energii w bioaugmentowanym osadzie 

czynnym. Dodatnią korelację pomiędzy wzrostem biomasy osadu a wydajnością degradacji 

zanieczyszczeń w bioaugmentowanym bioreaktorze wykazali także Yao i in. [2013], którzy potwierdzili 

całkowite usunięcie tetrahydrofuranu w ściekach przy wzroście biomasy osadu czynnego z 2,1 g/l do 

7,3 g/l. 

Wysoka wydajność metaboliczna mikroorganizmów osadu czynnego uważana jest za niezwykle 

ważny parametr w skutecznym oczyszczaniu ścieków w oczyszczalniach [Xia i in., 2018]. Stwierdzono, 

że mikroorganizmy w reaktorach SBR zasilanych mieszaniną ścieków i odcieków ze stawu Kalina były 

mniej metabolicznie aktywne (Amax = 0,37) niż bakterie w bioreaktorze kontrolnym (Amax = 1,20) oraz 

w bioaugmentowanych reaktorach obciążonych odciekami (Amax = 0,90 - 1,03). Dane literaturowe 

wskazują, że introdukowanie bakterii egzogennych do osadu czynnego może prowadzić do zmian 

strukturalnych zespołów mikroorganizmów w tym środowisku. Fang i in. [2013] na przykład stwierdzili, 

że szczepy bakterii inokulowane do bioreaktora mogą być zdolne do stałego wzrostu w tym środowisku, 

przejmując kluczową rolę w usuwaniu zanieczyszczeń w ściekach. Jak wykazano wprowadzenie do 

bioreaktorów obciążonych odciekami szczepów z rodzaju Pseudomonas pozwoliło na utrzymanie 

wysokiej aktywności metabolicznej i różnorodności funkcjonalnej (H’ECO < 2,64 – 2,94 >) w tych 

systemach, w przeciwieństwie do nieinokulowanego osadu obciążonego wodami odciekowymi, dla 

którego wartość H’ECO wynosiła 1,66. Analiza profili metabolicznych zespołów mikroorganizmów 

obecnych w osadzie czynnym oczyszczającym mieszaninę ścieków syntetycznych i odcieków wskazała 

na mniejszą specjalizację bakterii w reaktorach inokulowanych wyselekcjonowanymi szczepami 

bakteryjnymi. Obecność odcieków w mniejszym stopniu wpłynęła na efektywność wykorzystania 

węglowodanów, aminokwasów, środków powierzchniowo czynnych i polimerów przez 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Mart%C3%ADnez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24418210
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mikroorganizmy w bioaugmentowanym osadzie czynnym niż w środowisku, do którego nie 

wprowadzono wyselekcjonowanych szczepów bakteryjnych. Znaczny wzrost zdolności zespołów 

mikroorganizmów autochtonicznych w osadzie czynnym bioaugmentowanym z użyciem 

wyizolowanych szczepów z rodzaju Pseudomonas do metabolizowania związków fenolowych może 

wskazywać na zdolność inokulowanych bakterii do przetrwania i proliferacji w tym środowisku. 

Po raz pierwszy w tej pracy do oceny wpływu odcieków na mikroorganizmy osadu czynnego 

oraz efektywność bioaugmentacji wykorzystano indeks aktywnej biomasy (ang. ABI – active biomass 

index) oraz indeks biomasy narażonej na stres (ang. SBI – stress biomass index), oznaczone na 

podstawie pomiarów stężenia całkowitego, zawieszonego i wewnątrzkomórkowego ATP. Archibald i 

in. [2001] udokumentowali, że pomiar ATP może stanowić użyteczne narzędzie do monitorowania 

żywotności komórek w osadzie czynnym, będąc jednocześnie wskaźnikiem oceny toksyczności 

związków obecnych w ściekach. Ponadto badania przeprowadzone przez Pistelok i in. [2016] wykazały, 

że analizy ATP mogą być przydatne do szybkiej oceny efektywności oczyszczania ścieków i z 

powodzeniem mogą uzupełnić informacje uzyskane z pomiarów innych wskaźników, między innymi: 

węgla organicznego, zawartości zawiesin, BZT i ChZT. Obecność odcieku w ściekach stanowiła silny 

czynnik stresowy dla mikroorganizmów w osadzie czynnym. Stwierdzono, że bioreaktor obciążony 

odciekami nie działał prawidłowo, o czym świadczył wysoki wskaźnik SBI (> 50%). Natomiast 

wprowadzenie wyselekcjonowanych szczepów bakteryjnych do osadu czynnego łagodziło toksyczne 

działanie obecnych w odciekach substancji, a tym samym przyczyniało się do obniżenia poziomu stresu 

w tym środowisku (SBI < 40%). 

Analiza parametrów operacyjnych, wskaźników kondycji osadu czynnego i potencjału 

funkcjonalnego mikroorganizmów autochtonicznych w osadzie czynnym obciążonym odciekami ze 

stawu Kalina wskazała na silną korelację między bioaugmentacją a wysoką efektywnością procesu 

oczyszczania ścieków i aktywnością mikrobiologiczną. Potwierdzony badaniami jest fakt, że inokulacja 

osadu czynnego szczepem P. putida KB3 była nieznacznie bardziej skuteczna niż bioaugmentacja z 

użyciem szczepu P. putida OR45a oraz konsorcjum złożonego ze szczepów OR45a i KB3 i prowadziła 

do osiągnięcia wysokiej aktywności enzymatycznej w tym ekosystemie oraz tworzenia dobrej jakości 

ścieków. Niemniej jednak inokulacja osadu czynnego szczepem P. putida OR45a korespondowała z 

zachowaniem w tym ekosystemie wysokiej aktywności mikroorganizmów autochtonicznych zdolnych 

do wykorzystywania źródeł fosforu. Wzrost efektywności usuwania wielu zanieczyszczeń w osadzie 

czynnym bioaugmentowanym konsorcjami mikroorganizmów o różnym składzie udokumentowany 

został przez wielu autorów [Ma i in., 2009; Kim i in., 2013; Vural i in., 2020]. Przegląd literatury 

wskazuje jednak na przypadki, w których bioaugmentacja z użyciem pojedynczych szczepów bakterii 

była bardziej skuteczna niż zastosowanie do tego celu konsorcjów bakterii [Festa i in., 2016]. Uzyskanie 

podobnych efektów w wyniku bioaugmentacji osadu czynnego z użyciem pojedynczych szczepów P. 

putida OR45a i P. putida KB3 oraz konsorcjum złożonego z tych bakterii (1:1, v/v) może wynikać z 

faktu, że liczebność każdego ze szczepów wprowadzonych do osadu pojedynczo (1 · 106 jtk/g MLSS) 

była 2-krotnie wyższa niż bakterii wprowadzonych do bioreaktora w postaci konsorcjum (0,5 · 106 jtk/g 

MLSS.  Wyniki tej części badań opublikowano w pracy Michalskiej i in. [2020b], która stanowi 

rozdział II.5 niniejszej rozprawy. 
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III. Podsumowanie 

1. Wyniki testu hamowania wzrostu mikroorganizmów autochtonicznych osadu czynnego w 

obecności odcieków z osadów dennych stawu Kalina pozwoliły na wyznaczenie wartości EC50 i 

MIC100, które odpowiadały udziałowi procentowemu odcieków w ściekach, wynoszącemu 

odpowiednio 6,69% i 11,26%. 

2. Obecność odcieków w osadzie czynnym wywarła negatywny wpływ na parametry operacyjne 

procesu oczyszczania ścieków, w tym na efektywność usuwania zanieczyszczeń (ChZT) oraz 

przyczyniła się do obniżenia aktywności mikrobiologicznej, potencjału funkcjonalnego, 

liczebności mikroorganizmów heterotroficznych i różnorodności strukturalnej w tym środowisku. 

3. Ocena potencjału degradacyjnego oraz cech funkcjonalnych dziesięciu wyselekcjonowanych 

szczepów bakterii pozwoliła na wyłonienie dwóch szczepów P. putida OR45a i P. putida KB3 jako 

potencjalnych kandydatów do bioaugmentacji osadu czynnego obciążonego odciekami. 

4. Analiza genomów szczepów P. putida KB3 i P. putida OR45a umożliwiła identyfikację genów 

kodujących białka zaangażowane w szlaki rozkładu związków aromatycznych oraz warunkujących 

oporność bakterii na rozpuszczalniki organiczne i wysokie stężenie jonów chromu (Cr6+). 

5. Bioaugmentacja osadu czynnego obciążonego odciekami szczepami P. putida KB3 i P. putida 

OR45a oraz ich konsorcjum korespondowała ze wzrostem aktywności enzymatycznej, żywej 

biomasy i potencjału funkcjonalnego mikroorganizmów w tym środowisku.  

6. Inokulacja osadu czynnego szczepami P. putida KB3 i P. putida OR45a oraz ich konsorcjum 

umożliwiła zachowanie wysokiej efektywności usuwania azotu amonowego oraz zanieczyszczeń 

organicznych, m.in. związków fenolowych, w mieszaninie ścieków i odcieków. 

7. Inokulacja osadu czynnego szczepem P. putida KB3 stanowiła najbardziej efektywną strategię 

bioaugmentacji i korelowała ze znaczącym wzrostem aktywności enzymatycznej 

mikroorganizmów autochtonicznych, efektywności usuwania związków fenolowych, ChZT i azotu 

amonowego oraz powstawaniem ścieków oczyszczonych o wysokiej jakości.  

8. Ze względu na wysoki potencjał bioaugmentacyjny, wprowadzenie szczepu P. putida KB3 do 

osadu może stanowić efektywne rozwiązanie problemów wielu oczyszczalni ścieków obciążonych 

zafenolowanymi odciekami ze składowisk odpadów. 

9. Zastosowanie wieloczynnikowej analizy parametrów istotnych dla procesu oczyszczania ścieków 

w połączeniu z prostymi metodami biologicznymi (pomiar stężenia ATP, mikrobiologicznej 

aktywności metabolicznej, potencjału funkcjonalnego i specyficznego poziomu poboru tlenu) w 

miejsce przeprowadzania kosztownych analiz genetycznych, może być racjonalnym sposobem 

umożliwiającym wczesne ostrzeganie o pogorszeniu się stanu osadu czynnego i funkcjonowaniu 

oczyszczalni ścieków. 
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IV. Streszczenie 

 

Współoczyszczanie odcieków ze składowisk odpadów wraz ze ściekami komunalnymi w 

biologicznych oczyszczalniach ścieków stanowi w Polsce bardzo powszechną praktykę. Jednakże ze 

względu na złożony i zróżnicowany skład fizykochemiczny, wody odciekowe mogą być toksyczne dla 

mikroorganizmów osadu czynnego i niekorzystnie wpływać na proces usuwania zanieczyszczeń 

obecnych w ściekach. Bioaugmentacja osadu czynnego wydaje się być atrakcyjnym rozwiązaniem 

problemów wielu oczyszczalni ścieków, związanych z ich narażeniem na obecność wysokich stężeń 

wód odciekowych w ściekach. Strategia ta polega na wprowadzeniu do środowiska osadu 

wyselekcjonowanych szczepów lub konsorcjów mikroorganizmów w celu wzmocnienia potencjału 

degradacyjnego mikroorganizmów autochtonicznych oraz poprawy stanu jego funkcjonowania. 

Introdukowane do osadu czynnego szczepy, obok wysokiego potencjału degradacyjnego, powinny 

cechować się zdolnością do produkcji związków wspomagających rozkład zanieczyszczeń obecnych w 

ściekach, tj. sideroforów, bioflokulantów i biosurfaktantów. Powinny być także zdolne do wbudowania 

się w strukturę kłaczków i koagregacji z mikroorganizmami autochtonicznymi egzystującymi w tym 

ekosystemie. 

Głównym celem rozprawy doktorskiej było zbadanie wpływu bioaugmentacji osadu czynnego 

obciążonego odciekami z osadów dennych stawu Kalina w Świętochłowicach z wykorzystaniem 

wyselekcjonowanych szczepów bakterii oraz ich konsorcjum na efektywność usuwania zanieczyszczeń 

w ściekach. Dodatkowo oceniano wpływ bakterii inokulowanych do osadu na jego kondycję oraz 

aktywność enzymatyczną, żywą biomasę i potencjał funkcjonalny zespołów mikroorganizmów 

autochtonicznych zasiedlających to środowisko. 

Charakterystyka składu fizykochemicznego i mikrobiologicznego odcieków pochodzących z 

osadów dennych stawu Kalina wykazała, że były one wysoko obciążone ładunkiem zanieczyszczeń 

organicznych i obecne w nich były wskaźnikowe bakterie chorobotwórcze, co łącznie może stanowić 

potencjalne zagrożenie sanitarne i epidemiologiczne dla środowiska. Egzystujące w wodach 

odciekowych mikroorganizmy heterotroficzne charakteryzowały się niskim potencjałem 

funkcjonalnym i słabą aktywnością metaboliczną. Badania toksyczności ostrej odcieków pozwoliły na 

wyznaczenie wartości NIC, EC50 i MIC100, odpowiednio 3,45%, 6,69% i 11,26%. 

Analiza wpływu długotrwałej obecności 3,5%, a następnie 5,5% odcieków w ściekach na 

parametry operacyjne procesu oczyszczania ścieków syntetycznych wykazała spadek efektywności 

usuwania ChZT w bioreaktorze typu SBR, któremu towarzyszył wzrost wartości pH w ściekach do 9,3. 

Ponadto zaobserwowano, że zmiany pH w bioreaktorze obciążonym odciekami były skorelowane z 

pogorszeniem się właściwości sedymentacyjnych osadu czynnego, o czym świadczyła niska wartość 

indeksu opadowego (IO), poniżej 70 cm3/g. Analizy mikroskopowe potwierdziły także zmiany 

morfologiczne kłaczków w osadzie czynnym obciążonym odciekami. Wyniki badań wskazały, że 

obecność odcieków w osadzie czynnym przyczyniła się do obniżenia stosunku MLVSS do MLSS, który 

był zbyt niski, aby możliwe było osiągnięcie efektywnego usunięcia zanieczyszczeń w ściekach. 

Ponadto zawartość zawiesin ogólnych w tym bioreaktorze poniżej 2,5 mg/l nie pozwalała na osiągnięcie 

pożądanego stężenia mikroorganizmów w osadzie czynnym. Wyniki badań dotyczących zmian 

różnorodności funkcjonalnej zespołów mikroorganizmów zasiedlających osad czynny obciążony 

odciekami w stężeniach 3,5% i 5,5% wskazały na utratę zdolności mikroorganizmów autochtonicznych 

osadu czynnego do metabolizowania odpowiednio 33% i 40% substratów na płytkach EcoPlateTM. 

Mikroorganizmy autochtoniczne w tych osadach preferencyjnie metabolizowały przede wszystkim 

węglowodany i związki fenolowe. Porównując mikroorganizmy z bioreaktora kontrolnego oraz 

obciążonego wodami odciekowymi stwierdzono, że bakterie narażone na działanie odcieków 

odznaczały się większą zdolnością do utylizacji związków zawierających azot, lecz nie potrafiły 

metabolizować związków zawierających fosfor. Otrzymane wyniki wskazują, że wprowadzenie wód 

odciekowych do ścieków znacząco wpłynęło także na obniżenie aktywności dehydrogenaz i 



 

 

143 

 

niespecyficznych esteraz w osadzie czynnym, co było skorelowane z obniżeniem aktywność 

metabolicznej w tym ekosystemie. Niska aktywność metaboliczna w osadzie czynnym obciążonym 

odciekami korespondowała z utratą zdolności mikroorganizmów autochtonicznych do utylizowania 

określonych substratów wzrostowych, m.in. związków zawierających fosfor oraz ze wzrostem 

wykorzystania związków fenolowych i zawierających azot. Analiza uzyskanych profili kwasów 

tłuszczowych (FAMEs) wykazała, że mikroorganizmy autochtoniczne osadu czynnego były bardzo 

wrażliwe na zanieczyszczenia obecne w wodach odciekowych i uruchamiały mechanizmy adaptacji do 

obecności odcieków w ściekach syntetycznych. Zasadnicze zmiany w profilach FAMEs polegały na 

wzroście zawartości kwasów nasyconych, w tym głównie kwasów rozgałęzionych i cyklopropanowych. 

W odpowiedzi na stres pH, wynikający z obecności odcieków w ściekach, w profilach FAMEs 

zaobserwowano także wzrost zawartości kwasów rozgałęzionych o izomerii anteiso w stosunku do 

kwasów o izomerii iso. Różnice w udziale procentowym poszczególnych kwasów tłuszczowych w 

profilach FAMEs analizowanych próbek osadu czynnego były związane z różnicami w strukturze 

zespołów mikroorganizmów w tym środowisku. W dniu zakończenia eksperymentu w profilach FAMEs 

zarówno kontrolnego, jak i obciążonego odciekami osadu czynnego dominowały kwasy 

charakterystyczne dla bakterii Gram-ujemnych. W przeciwieństwie do osadu kontrolnego, w profilach 

FAMEs uzyskanych dla osadu obciążonego odciekami zaobserwowano dodatkowo spadek udziału 

procentowego markerowych kwasów tłuszczowych dla Protozoa i wzrost zawartości procentowej 

markerów FAMEs dla bakterii Gram-dodatnich i grzybów. 

Po dokonaniu szczegółowej charakterystyki 10 szczepów bakterii, spośród nich do badań 

bioaugmentacyjnych wybrano dwa szczepy P. putida OR45a i P. putida KB3. Wyselekcjonowane 

mikroorganizmy były zdolne do wzrostu w obecności wysokich stężeń katecholu, benzoesanu, kwasu 

4-hydroksybenzoesowego, kwasu 3,4-dihydroksybenzoesowego, fenolu, 2-metylofenolu, 4-

metylofenolu oraz mieszaniny krezoli. Ponadto posiadały zdolność do produkcji sideroforów, 

wspomagających działanie enzymów zaangażowanych w rozkład związków aromatycznych. Wyniki 

przeprowadzonych badań potwierdziły również, że oba szczepy koagregowały z mikroorganizmami 

autochtonicznymi osadu czynnego i charakteryzowały się silną zdolnością do bioflokulacji (50% do 

70%). Poza tym posiadały zdolność do syntezy substancji egzopolisacharydowych i N-AHLs. Na 

podstawie adhezji komórek do p-ksylenu zostały zaklasyfikowane do bakterii o silnych właściwościach 

hydrofobowych (CSH > 50%). Warto jednak podkreślić, że jedynie u szczepu P. putida OR45a 

obecność odcieków prowadziła do modyfikacji powierzchni komórek w kierunku bardziej 

hydrofobowego charakteru niż u P. putida KB3, co może sugerować, że bakteria ta była zdolna do 

degradacji zanieczyszczeń obecnych w wodach odciekowych. Wstępna ocena zdolności szczepów do 

produkcji biosurfaktantów wskazała na ich potencjalną zdolność do produkcji związków 

powierzchniowo czynnych. Z kolei analiza obu szczepów pod kątem ich zdolności do emulgowania 

węglowodorów obecnych w oleju diesla potwierdziła, że produkowały one związki odznaczające się 

wysoką aktywnością emulgującą (> 45%). 

Analiza genomów P. putida OR45a i P. putida KB3 potwierdziła ich zdolność do rozkładu 

jednopierścieniowych związków aromatycznych i produkcji egzopolisacharydu – alginianu. Ponadto u 

badanych mikroorganizmów stwierdzono obecność genów kodujących białka pośredniczące w obronie 

przed stresem oksydacyjnym. Zarówno szczep P. putida OR45a, jak i P. putida KB3 posiadały pompy 

efflux, zwiększające ich oporność na różne rozpuszczalniki, takie jak: n-heksan, p-ksylen, toluen, styren, 

m-ksylen, propylobenzen i etylobenzen. W genomach badanych bakterii wykazano dodatkowo 

obecność operonu mer, związanego z opornością komórek na jony Hg2+, a w genomie szczepu P. putida 

KB3 potwierdzono obecność genów kodujących białka odpowiedzialne za przeciwdziałanie stresowi 

oksydacyjnemu wywołanemu przez jony chromu. Oba szczepy posiadały także zdolność do wzrostu w 

obecności wysokich stężeń jonów amonowych, wynoszących odpowiednio 600 i 1000 µg/ml.  

Ostatnim etapem prac było zbadanie efektywności procesu oczyszczania ścieków w wyniku 

bioaugmentacji osadu czynnego obciążonego odciekami z użyciem wyselekcjonowanych szczepów P. 
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putida OR45a i P. putida KB3 oraz ich konsorcjum. Po zakończeniu eksperymentu istotne statystyczne 

(p<0,05) ubytki badanych związków fenolowych stwierdzono we wszystkich bioaugmentowanych 

reaktorach. Największy ubytek tych związków (95%) odnotowano w osadzie czynnym 

bioaugmentowanym szczepem P. putida KB3, podczas gdy w osadzie niepoddanym bioaugmentacji 

mikroorganizmy autochtoniczne były zdolne do rozkładu jedynie 50% związków fenolowych obecnych 

w odcieku. Wysoka efektywność usuwania fenoli w układach inokulowanych szczepami P. putida 

OR45a i P. putida KB3 oraz ich konsorcjum korespondowała z wysoką skutecznością usuwania 

zanieczyszczeń organicznych oraz azotu amonowego. Bioaugmentacja z użyciem wyselekcjonowanych 

szczepów umożliwiła także utrzymanie stabilności procesu oczyszczania ścieków, co może świadczyć 

o tym, że między wprowadzonymi do bioreaktora szczepami bakteryjnymi, jak również między tymi 

bakteriami a mikroorganizmami autochtonicznymi nie doszło do oddziaływań antagonistycznych. W 

tym etapie badań przeprowadzono również ocenę wpływu bioaugmentacji na kondycję, aktywność 

enzymatyczną i metaboliczną oraz potencjał funkcjonalny osadu czynnego obciążonego odciekami. 

Stwierdzono, że obecność odcieku w ściekach przyczyniła się do obniżenia wartości SOUR w osadzie 

czynnym o 53%. Dla porównania parametr ten osiągał prawie 2-3-krotnie wyższe wartości w 

bioreaktorach obciążonych odciekami i bioaugmentowanych wybranymi szczepami bakterii, a także w 

bioreaktorze kontrolnym, oczyszczającym jedynie ścieki syntetyczne. Stwierdzono również, że 

obecność odcieków w ściekach w największym stopniu wpłynęła na aktywność dehydrogenaz, esteraz 

i katalaz w bioreaktorze niepoddanym bioaugmentacji, przyczyniając się do znacznego zmniejszenia 

ich aktywności, która w bioreaktorze kontrolnym oraz w bioreaktorach bioaugmentowanych była 3-4-

krotnie wyższa. Wzrost aktywności drobnoustrojów w bioaugmentowanym osadzie czynnym 

obciążonym odciekami był skorelowany ze wzrostem biomasy osadu, a także liczebności 

mikroorganizmów heterotroficznych, podczas gdy w reaktorze niebioaugmenowanym nastąpiło 

znaczne obniżenie tych parametrów. Stwierdzono, że mikroorganizmy w reaktorach obciążonych 

odciekami były mniej metabolicznie aktywne niż bakterie w bioreaktorze kontrolnym oraz w reaktorach 

bioaugmentowanych. Obecność odcieku w ściekach stanowiła silny czynnik stresowy dla 

mikroorganizmów w osadzie czynnym. Bioreaktor obciążony odciekami nie działał prawidłowo, o czym 

świadczył wysoki wskaźnik SBI (< 50%). Wprowadzenie wyselekcjonowanych szczepów bakteryjnych 

do osadu czynnego łagodziło toksyczne działanie obecnych w odciekach substancji, a tym samym 

przyczyniło się do obniżenia poziomu stresu w tym środowisku (SBI < 40%) i pozwalało na utrzymanie 

wysokiej aktywności metabolicznej. Analiza profili metabolicznych bakterii w osadzie czynnym 

współoczyszczającym ścieki syntetyczne i odcieki wskazała na mniejszą specjalizację 

mikroorganizmów w reaktorach inokulowanych wyselekcjonowanymi szczepami. Znaczny wzrost 

zdolności zespołów mikroorganizmów autochtonicznych w osadzie czynnym bioaugmentowanym z 

użyciem wyizolowanych szczepów do metabolizowania związków fenolowych może wskazywać na 

zdolność inokulowanych bakterii do przetrwania i proliferacji w tym środowisku.  

Analiza parametrów operacyjnych, wskaźników kondycji osadu czynnego i potencjału 

funkcjonalnego mikroorganizmów autochtonicznych w osadzie czynnym obciążonym odciekami ze 

stawu Kalina wskazała na silną korelację między strategią bioaugmentacji a wysoką aktywnością 

mikrobiologiczną i efektywnością procesu oczyszczania ścieków. Najbardziej efektywną spośród 

zastosowanych strategii bioaugmentacji okazała się inokulacja osadu czynnego szczepem P. putida 

KB3. Ze względu na wysoki potencjał bioaugmentacyjny, wprowadzenie szczepu P. putida KB3 do 

osadu może stanowić efektywne rozwiązanie problemów wielu oczyszczalni ścieków obciążonych 

zafenolowanymi odciekami ze składowisk odpadów. 
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V. Summary 

 

Cotreatment of the landfill leachate with municipal wastewater in the biological wastewater 

treatment plants is a very common practice in Poland. Due to the complex and diverse physicochemical 

composition, the leachate may be toxic for the activated sludge microorganisms and has a harmful effect 

on the wastewater treatment process. Bioaugmentation appears to be a beneficial solution for 

perturbations of many sewage plants associated with their exposure to the presence of high 

concentrations of the leachate in wastewater. This strategy involves the introduction of selected bacterial 

strains or microbial consortia into the activated sludge environment to enhance the degradative potential 

of autochthonous microorganisms and to improve the sludge condition. Beyond the high degradative 

potential, the candidate bacteria for bioaugmentation should possess the ability to produce compounds, 

which support the degradation of contaminants present in wastewater, i.e. siderophores, bioflocculants 

and biosurfactants. In addition, they should also be able to incorporate into the flocs structure and to 

coaggregate with the autochthonous microorganisms inhabiting this ecosystem. 

The main purpose of this study was to assess the effluent treatment efficiency after 

bioaugmentation of the activated sludge spiked with the landfill leachate from the bottom sediments of 

the Kalina pond in Świętochłowice with P. putida OR45a and P. putida KB3 strains, as well as their 

consortium. Moreover, the impact of introduced bacteria on the activated sludge condition, enzymatic 

activity, content of live biomass and the functional potential of the autochthonous microbial 

communities present in this environment was evaluated.  

The characteristics of the physicochemical and microbiological composition of the leachate 

from the bottom sediments of the Kalina pond showed that it was characterized by the high pollution 

load and the presence of indicator pathogenic bacteria, therefore, it may pose a potential sanitary and 

epidemiological threat to the environment. Heterotrophic microorganisms that were present in the 

landfill leachate were characterized by the low functional potential and poor metabolic activity. The 

studies determining the acute toxicity of the landfill leachate allowed to determine the NIC, EC50 and 

MIC100 values of 3.45%, 6.69% and 11.26%, respectively. 

The analysis of the impact of long-term presence of 3.5% and then 5.5% of the leachate in 

wastewater on the operational parameters of the synthetic wastewater treatment process showed a 

decrease in the COD removal efficiency in the SBR, which was accompanied by an increase in 

wastewater pH to 9.3. In addition, it was observed that the pH changes in the leachate-laden bioreactor 

were correlated with the deterioration of the activated sludge settling properties, as evidenced by the 

low value of its volume index (SVI) below 70 cm3/g. Microscopic analyzes also confirmed the changes 

in morphology of the flocs in the activated sludge loaded with the leachate. The results indicated that 

the presence of the landfill leachate in the activated sludge contributed to a decrease in the MLVSS to 

MLSS ratio, which was too low to achieve effective removal of pollutants in wastewater. In addition, 

the content of the MLSS in this system below 2.5 mg/l did not allow to achieve the desired concentration 

of microorganisms in the activated sludge. The results of research on changes in the functional diversity 

of microbial communities present in the activated sludge loaded with leachate at the concentrations of 

3.5% and 5.5% indicated a loss of the ability of the autochthonous microorganisms to metabolize 33% 

and 40% of substrates on EcoPlateTM plates, respectively.The autochthonous microorganisms present 

in this system preferentially metabolized carbohydrates and phenolic compounds available on the 

EcoPlateTM. Comparing microorganisms from the control bioreactor and this spiked with the leachate, 

it was found that bacteria exposed to the leachate had higher ability to utilize nitrogen-containing 

compounds, but they were unable to metabolize phosphorus-containing compounds. The obtained 

results indicated that the introduction of the leachate to wastewater significantly reduced the activity of 

dehydrogenases and non-specific esterases in the activated sludge, which was also correlated with a 

decrease in the metabolic activity in this ecosystem. Low metabolic activity in leachate-laden activated 

sludge corresponded with a loss of the ability of autochthonous microorganisms to utilize specific 
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growth substrates, including compounds containing phosphorus and with an increase in the use of 

phenolic and nitrogen-containing compounds. Analysis of the fatty acid profiles (FAMEs) showed that 

the activated sludge autochthonous microorganisms were very sensitive to the contaminants present in 

the leachate and exhibited adaptive mechanisms to the presence of the leachate in the synthetic 

wastewater. The major changes in FAMEs profiles concerned the increase in the content of the saturated 

fatty acids, mainly branched and cyclopropane fatty acids. In response to pH stress resulting from the 

presence of the leachate in wastewater, an increase in the yield of the anteiso/iso-branched fatty acids 

in the FAME patterns was also observed. The differences in the yield of the individual fatty acids in the 

FAME profiles of the analyzed activated sludge samples were associated with variations in the structure 

of microbial communities in this environment. At the end of the experiment, in FAME profiles of the 

control and leachate-laden activated sludge dominated marker fatty acids for Gram-negative bacteria. 

Contrary to the control sludge, an additional decrease in the percentage of marker fatty acids for 

Protozoa and an increase in the percentage of FAMEs markers for Gram-positive bacteria and fungi was 

observed in the FAMEs profiles obtained for leachate-laden system. 

As a result of detailed characterization of ten bacterial strains, two of them P. putida OR45a and 

P. putida KB3 were selected for bioaugmentation studies. Selected microorganisms were able to grow 

in the presence of high concentration of catechol, benzoate, 4-hydroxybenzoic acid, 3,4-

dihydroxybenzoic acid, phenol, 2-methylphenol, 4-methylphenol and mixture of cresols. In addition, 

their ability to produce siderophores, which support the action of enzymes involved in the degradation 

of aromatic compounds, was confirmed. The results revealed that P. putida OR45a and P. putida KB3 

strains were able to coaggregate with the activated sludge autochthonous microorganisms and were 

characterized by a strong bioflocculation ability (50% to 70%). The analyzes also confirmed the ability 

of P. putida OR45a and P. putida KB3 to synthesize exopolysaccharide and N-AHLs. In addition, based 

on their adhesion to p-xylene, both strains exibited strong hydrophobic properties (CSH > 50%). 

However, it is worth emphasizing, that only in P. putida OR45a the presence of leachate led to a 

modification of the cell surface towards a more hydrophobic nature than in P. putida KB3, which may 

suggest that this bacterium was able to degrade contaminants present in the leachate.  Preliminary 

assessment of the ability of both strains to produce biosurfactants indicated their potential ability to 

produce surface active compounds. In turn, the analysis of both strains in terms of their ability to 

emulsify hydrocarbons present in diesel oil confirmed that they produced compounds with high 

emulsifying activity (> 45%). 

Genomic analysis of both bacteria confirmed their ability to degrade monocyclic aromatic 

compounds and produce exopolysaccharide - alginate. Moreover, genes encoding proteins involving in 

microbial defense against oxidative stress were present in genomes of studied microorganisms. Both 

bacterial strains possess efflux pumps, which increase their resistance to various solvents, i.e. n-hexane, 

p-xylene, toluene, styrene, m-xylene, propylbenzene and ethylbenzene. The presence of the mer operon 

that confers a resistance of bacterial cells to Hg2+ ions was also confirmed in the genomes of studied 

bacteria. Moreover, the genes encoding proteins required to cope with the oxidative stress induced by 

chromium ions were found in the genome of P. putida KB3 strain. The obtained results indicated that 

tested bacterial strains had also the ability to grow in the presence of high concentrations of ammonium 

ions of 600 and 1000 µg/ml, respectively.  

The last stage of the work was to evaluate the effectiveness of the wastewater treatment process 

after bioaugmentation of activated sludge loaded with leachate with selected strains of P. putida OR45a 

and P. putida KB3, and their consortium. At the end of the experiment, statistically significant decrease 

(p<0.05) in the content of the phenolic compounds was found in all bioaugmented reactors. The largest 

reduction in the concentration of these compounds (95%) was recorded in the activated sludge 

bioaugmented with P. putida KB3 strain, while in the non-bioaugmented sludge autochthonous 

microorganisms were able to utilize only 50% of phenolic compounds present in the leachate. High 

efficiency of phenolic compounds removal in the systems inoculated with P. putida OR45a and P. putida 
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KB3 strains and their consortium corresponded with the high removal efficiency of organic 

contaminants and ammonium nitrogen. Also, bioaugmentation with the use of selected strains made 

possible to maintain the stability of the wastewater treatment process, which may indicate that there 

were no antagonistic interactions between the bacterial strains introduced into the bioreactor, as well as 

between these bacteria and indigenous microorganisms. In this stage of research, assessment of the 

impact of bioaugmentation on condition, enzymatic and metabolic activity as well as functional potential 

of activated sludge loaded with the leachate was also conducted. It was found that the presence of the 

leachate in wastewater contributed to a 53% reduction in the SOUR in the activated sludge. By 

comparison, this parameter reached almost 2-3 times higher values in the bioreactors loaded with the 

leachate and bioaugmented with selected bacterial strains, as well as in the control bioreactor, purifying 

only synthetic sewage. It was also found that the presence of the leachate in the wastewater had the 

greatest impact on the activity of dehydrogenases, esterases and catalases in the non-bioaugmented 

bioreactor, contributing to a significant reduction in their activity, which was 3-4 times higher in the 

control bioreactor and in the bioaugmented bioreactors. The increase in microbial activity in the 

bioaugmented activated sludge loaded with the leachate was correlated with the increase in sludge 

biomass, as well as the number of heterotrophic microorganisms, while in the non-bioaugmented reactor 

these parameters decreased significantly. It was found that microorganisms in the leachate-laden 

reactors were less metabolically active than bacteria in the control bioreactor and bioaugmented reactors. 

The presence of the leachate in sewage was a strong stress factor for microorganisms in the activated 

sludge. The leachate-laden bioreactor was not working properly as evidenced by the high SBI (>50%). 

The introduction of selected bacterial strains into the activated sludge mitigated the toxic effects of the 

substances present in the leachate, and thus contributed to the reduction of stress level in this 

environment (SBI <40%) and allowed to maintain high metabolic activity. The analysis of the metabolic 

profiles of microorganisms in the leachate-laden activated sludge showed that metabolic specialization 

of bacteria took place to a lesser extent in the systems inoculated with selected bacterial strains. A 

significant increase in the capability of indigenous microorganisms in the activated sludge 

bioaugmented with tested strains to metabolize phenolic compounds may indicate the ability of these 

bacteria to survive and proliferate in this environment. 

Analysis of the operational parameters and indicators of the activated sludge condition and 

functional potential of indigenous microorganisms showed a strong correlation between the application 

of bioaugmentation strategy in the bioreactors loaded with the leachate from the Kalina pond and high 

microbiological activity and efficiency of the wastewater treatment process. Inoculation of the activated 

sludge with P. putida KB3 strain proved to be the most effective solution among the bioaugmentation 

strategies that have been used. Due to the high bioaugmentation potential, introduction of P. putida KB3 

strain into activated sludge can be an effective solution to the problems of many wastewater treatment 

plants loaded with phenolic landfill leachate. 
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