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Skiad biocenozy bakteryjnej osadu czynnego na przyktadzie
miejskiej oczyszczalni Sciekéw w Zgierzu

Osad czynny stanowi ztozong biocenoze, w ktérej do-
minujg bakterie i pierwotniaki. Od poczatku wykorzysty-
wania procesu osadu czynnego w technologii oczyszczania
sciekow, to jest od ponad stu lat, prowadzone s3 badania
sktadu tej biocenozy, przy czym w ostatnich dwudziestu
latach — za sprawg rozwoju technik biologii molekularnej —
nastgpit ogromny postep w identyfikacji bakterii wchodza-
cych w sktad osadu czynnego. Wsrdd tych technik nalezy
wymieni¢ reakcje tancuchowa polimerazy (PCR), elektro-
forezg zelowa i jej odmiany, klonowanie fragmentow DNA,
sekwencjonowanie DNA, hybrydyzacje réznego typu, hy-
brydyzacj¢ fluorescencyjng in situ (FISH), biatka GFP,
mikromacierze DNA [1]. W ostatnich latach w badaniach
nad skladem bakteryjnym osadu czynnego najczesciej
wykorzystuje si¢ metode FISH i sekwencjonowanie genu
16S rRNA [2—4]. Techniki biologii molekularnej cechuja
si¢ duza czutoscig i powtarzalnoscia i — w przeciwienstwie
do metod tradycyjnych — nie wymagaja hodowli mikroor-
ganizmow. Znane sg tez pewne wady i ograniczenia w sto-
sowaniu takich analiz, na przyktad wysokie koszty sond oli-
gonukleotydowych i barwnikow fluorescencyjnych, a takze
koniecznos$¢ stosowania zaawansowanego technologicznie
sprzgtu (mikroskopy fluorescencyjne lub konfokalne) i pro-
wadzenia analiz przez wysoko wykwalifikowang kadre. Po-
mimo intensywnego rozwoju metod biologii molekularnej,
nadal stosunkowo duzy udzial w osadzie czynnym stano-
wig bakterie niezidentyfikowane — na poziomie taksono-
micznym typu przewaznie od kilku do okoto 30% [5]. Im
nizsza taksonomicznie jednostka, tym odsetek niezidenty-
fikowanych bakterii jest wigkszy. W pracy [6] zidentyfiko-
wano 30+60% bakterii osadu czynnego wykorzystywanego
w oczyszczalniach Sciekow w Japonii, a autorzy pracy [4]
rozpoznali 40+66% bakterii obecnych w laboratoryjnym
bioreaktorze typu SBR oczyszczajacym syntetyczne $cieki
komunalne. W uktadach oczyszczania $ciekow rzeczywi-
stych udziat niezidentyfikowanych bakterii jest przewaznie
wigkszy niz w laboratoryjnych systemach osadu czynnego,
do ktérych doprowadzane sg Scieki o znanym — niezmien-
nym — skladzie, co sprzyja stabilizacji sktadu mikroorgani-
zmdw 1 nie powoduje takiej presji ewolucyjne;j.

Biologia molekularna znajduje réznorodne zastosowa-
nia w poznawaniu i udoskonalaniu technologii oczyszcza-
nia §ciekéw osadem czynnym. Jednym z nich jest identyfi-
kacja bakterii osadu czynnego w oczyszczalniach §ciekéw
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irozpoznanie jego zmian w zaleznos$ci od parametréw tech-
nologicznych czy pory roku. Tej tematyce poswigconych
byto wiele prac badawczych przeprowadzonych za granicg
[2,3,5,6,8-12] oraz kilka w Polsce [4,7, 13]. Tworzone s3
bazy danych o mikroorganizmach dominujacych w oczysz-
czalniach $ciekéw w danym kraju. Na przyktad w Danii
skonstruowano mikrobiologiczng baz¢ danych dotyczaca
dunskich oczyszczalni $ciekdw o nazwie MiDas-Dk.

Metody biologii molekularnej znalazly zastosowanie
w identyfikacji waznych z technologicznego punktu widze-
nie mikroorganizméw, takich jak bakterie odpowiedzialne
za usuwanie azotu, a szczegolnie za proces nitryfikacji [8],
bakterie akumulujace polifosforany [12, 14, 15] czy wresz-
cie bakterie nitkowate [11,16]. Te ostatnie dotychczas
identyfikowano na podstawie cech morfologicznych, przy
czym czesto jest to niewystarczajace, gdyz dany morfotyp
moze obejmowac kilka typoéw filogenetycznych o réznych
wiasciwosciach ekofizjologicznych. Zastosowanie odpo-
wiednich sond oligonukleotydowych pozwala na jedno-
znaczng identyfikacje gatunkowa tych bakterii [11,16],
ktore najprawdopodobniej sa odpowiedzialne za tworze-
nie agregatow bakteryjnych w formie ktaczkow w wigk-
szym stopniu niz bakterie z rodzaju Zooglea [14,17].
Dotychczasowe badania potwierdzity obecno$¢ wielu
gatunkéw bakterii odpowiedzialnych za usuwanie zwigz-
kéw azotu i fosforu ze Sciekow, a takze udato si¢ oszaco-
wac udziat liczbowy bakterii utleniajacych azot amonowy
(AOB — ammonium oxidizing bacteria) oraz utleniajacych
azotany(IIl) do azotanow(V) (NOB — nitrite oxidizing bac-
teria), a takze bakterii denitryfikacyjnych akumulujacych
polifosforany (DPAO — denitrifying phosphate accumula-
ting microorganisms) [14, 15].

Badania omoéwione w niniejszej pracy mialy na
celu identyfikacje sktadu bakteryjnego osadu czynnego
w oczyszczalni §ciekéw komunalnych w Zgierzu i tym sa-
mym poszerzenie bazy danych o mikroorganizmach obec-
nych w polskich oczyszczalniach $ciekow. Sktad osadu
czynnego zostal zidentyfikowany za pomocg technik bio-
logii molekularne;j.

Materiaty i metody
Materiat badawczy

Materiat badawczy stanowit osad czynny z oczyszczal-
ni $ciekow komunalnych w Zgierzu. Probki osadu pobra-
no jednorazowo z dwoch czgsci komory osadu czynnego,
to jest z czgsci, w ktorej panuja warunki beztlenowe oraz
z czgéci, w ktorej panuja warunki tlenowe. Osad zostat
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pobrany w trzech miejscach czgsci beztlenowej komory
oraz w trzech miejscach czesci tlenowej. Nastepnie probki
osadu z kazdego punktu z danej cz¢s$ci komory osadu czyn-
nego zostaly delikatniec wymieszane i w ten sposob uzy-
skano dwie usrednione probki osadu pochodzace z dwoch
cze¢sci komory rozniacych si¢ warunkami tlenowymi.

Oczyszczalnia $ciekow w Zgierzu oczyszcza S$cieki
odprowadzane z miasta i okolicznych gmin, przy czym
udziat Sciekow przemystowych w ogdlnej ilosci $ciekodw
nie przekracza 20%. W czasie pobierania probek osadu
do badan s$redni doptyw $ciekow do oczyszczalni wyno-
sit 9090+80m>/d. Probki osadu zostaty pobrane w wa-
runkach pogody suchej, a $rednia temperatura $ciekéw
w komorze osadu czynnego wynosita 23,4°C. Zawarto$¢
tlenu rozpuszczonego w czesci beztlenowej komory wyno-
sita 0,01 mgO,/dm>, a w czesci tlenowej zmieniata si¢ od
2,11 mgO,/dm? do 4,09 mgO,/dm>, przy czym najwieksza
ilos¢ tlenu stwierdzono w trzeciej strefie komory.

Sucha masa osadu czynnego wynosita érednio 4,2 g/dm?,
sucha masa organiczna — 3,0 g/dm?>, indeks objetosciowy —
53 cm’/g, a wiek osadu — 22,3 d. Obcigzenie osadu czynne-
go (w odniesieniu do jego suchej masy) tadunkiem zanie-
czyszczen (wyrazonych warto$ciag BZTs) wynosito srednio
0,08 mgO,/(mg-d).

Identyfikacja bakterii w osadzie czynnym

Probki osadu czynnego pobrano do sterylnych po-
jemnikéw o pojemnosci 250 cm?. Nastgpnie zostaly one
umieszczone w izolowanym termicznie opakowaniu, ob-
lozone lodem i w takim stanie przekazane firmie A&A
Biotechnology (Polska), w ktorej przeprowadzono anali-
z¢ sktadu bakteryjnego osadu czynnego. Analiza ta skla-
data si¢ z dwoch zasadniczych etapow — w pierwszym
przeprowadzono izolacje genomowego DNA, natomiast
w drugim wykonano sekwencjonowanie wraz z analiza
bioinformatyczng sekwencji. Izolacja genomowego DNA
zostala przeprowadzona z wykorzystaniem zestawu Sher-
lock AX firmy A&A Biotechnology wedtug opracowanego
przez nig protokotu. Nastepnie wyizolowane DNA zosta-
fo poddane sekwencjonowaniu NGS (next-generation se-
quencing), w sktad ktoérego wchodzita amplifikacja spe-
cyficznego regionu V4 16rRNA oraz sekwencjonowanie
na sekwenatorze genomowym MiSeq polaczone z analiza
bioinformatyczna z uzyciem programu MiSeq Reporter
(MSR) v. 2.4, protokot 16S Metagenomics. Protokot ten
zapewnia klasyfikacje na poziomie gatunku, opierajac si¢
na zmodyfikowanej bazie danych sekwencji referencyjnych
Greengenes v13_5[18].

Omoéwienie wynikow badan

W tabeli 1 przedstawiono udzial zidentyfikowanych —
w czgsci tlenowej 1 beztlenowej komory osadu czynnego
— bakterii na poszczegdlnych poziomach taksonomicznych.
Byt on podobny do tego, jaki opisano w innych pracach
dotyczacych identyfikacji bakterii osadu czynnego w ukta-
dach oczyszczania sciekow komunalnych [11,20]. Zgodnie
Z tym, co zaobserwowano juz wczesniej [4,21], odsetek
zidentyfikowanych bakterii zmniejszat si¢ na kolejnych
poziomach taksonomicznych, to jest malat od krolestwa do
gatunku. Prawie wszystkie mikroorganizmy sposrod skla-
syfikowanych na poziomie krélestwa to bakterie. Archeony
stanowity 0,20% w czgsci beztlenowej 1 0,18% w czesci
tlenowej komory osadu czynnego.

Tabela 1. Procentowy udziat bakterii zidentyfikowanych w osadzie
czynnym na poszczegolnych poziomach taksonomicznych
Table 1. Percentage contribution of identified bacteria
at different taxonomic levels in activated sludge

Poziom Komora osadu czynnego
taksonomiczny cze$é beztlenowa czesé tlenowa
Krélestwo 99,83% 99,77%
Typ 97,88% 97,72%
Klasa 97,47% 07,34%
Rzad 94,24% 94,24%
Rodzina 90,74% 90,50%
Rodzaj 86,51% 86,93%
Gatunek 46,14% 43,95%

Badania taksonomiczne wykazaly, ze na poziomie
typu najwigksza grupa bakterii byly Proteobacteria, kto-
re stanowily $rednio okoto 59% calej populacji bakterii,
zidentyfikowanych niezaleznie od warunkéw tlenowych
panujacych w komorze osadu czynnego. Udziat bakterii
nalezacych do tego typu byt stosunkowo wysoki, cho¢ po-
dobny zostal stwierdzony w osadzie czynnym z niemiec-
kich (65%) i dunskich (54%) oczyszczalni $ciekéw komu-
nalnych [9, 10].

Niewiele mniejszy udziat Proteobacteria zaobserwo-
wano w osadzie czynnym pochodzacym z laboratoryjnego
modelu komory osadu czynnego, w ktorej oczyszczane
byty syntetyczne $cieki bytowe (tab. 2), natomiast w jednej
z podwarszawskich oczyszczalni §ciekéw komunalnych
udzial Proteobacteria w osadzie czynnym byl znacznie
mniejszy 1 wynosit §rednio okoto 36% [4].

W tabeli 2 porownano udziat bakterii nalezacych do
poszczegodlnych typow w osadzie czynnym z wybranych
oczyszczalni $ciekdw komunalnych, w tym z laboratoryj-
nego modelu komory osadu czynnego. Ten ostatni sktad po-
dano ze wzgledu na to, ze do jego okreslenia zastosowano

Tabela 2. Procentowy udziat bakterii nalezgcych
do poszczegdlnych typdw w osadzie czynnym z oczyszczalni
Sciekdow komunalnych [4, 10] oraz z uktadu laboratoryjnego [19]
Table 2. Percentage contributions of different bacterial phyla
in activated sludge from wastewater treatment plant [4, 10]
and laboratory system [19]

v Komora tlenowa osadu czynnego
bakterii \kljv?: ::;ﬁ 4] [10] [197*
Proteobacteria 59,2% 36% 56% 49,7%
Actinobacteria 13,8% 15% 13% 17,0%
Bacteroidetes 5,9% - 17% 3,2%
Firmicutes 5,3% 0,5% - 5,3%
Planctomycetes 5,3% - - 2,1%
Verrucomicrobia 3,6% - - -
Chloroflexi 2,3% 12% 8% 11,3%
Nitrospirae - 3% 4% 1,0%
Saprospiraceae - 3% - -
T™M7 - - 2% -
Inne 2,3% - - 7,4%

*analiza zostata przeprowadzona wedtug tej samej metody przez A&A
Biotechnology (Polska)
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ten sam protokot analityczny [19], ktory byt wykorzysta-
ny w tej pracy. Analizujac dane zawarte w tabeli 2 uwage
zwraca niewielki, w porownaniu z innymi oczyszczalniami,
udziat bakterii nalezacych do typu Chloroflexi. Udziat tych
bakterii w badanym w tej pracy osadzie czynnym wynosit
2% w warunkach beztlenowych i 2,3% w warunkach tleno-
wych, natomiast w osadzie czynnym z oczyszczalni $cie-
kéw badanej przez autordw pracy [4] bakterie nalezace do
tego typu stanowity 12%. Z kolei w pracach [9] i [10] udziat
Chloroflexi byt mniejszy i zblizony do tego w badanym osa-
dzie ze zgierskiej oczyszczalni $ciekow — odpowiednio 5%
i 8%. Autorzy pracy [11] zaobserwowali wigkszy udzial
Chloroflexi w osadzie czynnym z dunskich oczyszczalni
$ciekow latem niz zima. Do typu Chloroflexi nalezy duza
cze$¢ bakterii nitkowatych obecnych w osadzie czynnym.
Niewielka wartos¢ indeksu objgtoSciowego osadu czynne-
go w Zgierzu (zwykle ponizej 70cm?®/g, a w czasie pobo-
ru probek do badan identyfikacyjnych bakterii — 53 cm®/g)
ijego bardzo dobre wlasciwosci sedymentacyjne pokrywa-
ja si¢ z danymi uzyskanymi dzigki zastosowaniu technik
biologii molekularnej. Udziat bakterii Chloroflexi moze
by¢ wskaznikiem obecno$ci bakterii nitkowatych w osadzie
czynnym, waznym w eksploatacji oczyszczalni Sciekow,
ale nie przesadza o wlasciwosciach osadu, gdyz bakterie
nitkowate moga wchodzi¢ takze w sktad innych klas.
Wsrod Proteobacteria dominowaty Betaproteobac-
teria, niezaleznie od warunkow tlenowych panujacych
w komorze osadu czynnego. Ich udzial wynosit 22%
w warunkach beztlenowych i 24,3% w warunkach tleno-
wych (rys. 1). Podobne wyniki, to jest stosunkowo naj-
wickszy udziat klasy Betaproteobacteria sposréd Prote-
obacteria, uzyskali autorzy prac [10] i [4] — odpowiednio
38% 1 23+1%. W czesci beztlenowej komory wigcej bylo
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Rys. 1. Klasyfikacja taksonomiczna bakterii w osadzie czynnym
na poziomie typu lub klasy (Proteobacteria),
na podstawie wynikéow sekwencjonowania NGS
Fig. 1. Taxonomic classification of microorganisms
in activated sludge according to the phylum (Proteobacteria)
based on NGS sequencing

bakterii z klasy Gammaproteobacteria, a w czesci tleno-
wej — Alphaproteobacteria. Udziat Alphaproteobacteria
i Gammaproteobacteria w badanym osadzie czynnym byt
stosunkowo znaczny, w poréwnaniu z udziatem tych klas
bakterii w osadzie czynnym badanym w innych pracach.
Na przyktad byt wigkszy niz w podwarszawskiej oczysz-
czalni $ciekow [4] czy tez w dunskich oczyszczalniach
Sciekow [14], przy czym autorzy pracy [20] zaobserwowali
podobny udziat Alphaproteobacteria (7% i 15%) i Gam-
maproteobacteria (mi¢dzy 4% a 13%) w osadzie czynnym,
jak w niniejszej pracy (rys. 1).

Analizujac udzial poszczegdlnych klas bakterii w za-
leznos$ci od warunkéw tlenowych panujacych w komorze
osadu czynnego mozna stwierdzi¢, ze w warunkach bez-
tlenowych bylo wiecej bakterii z klas Sphingobacteria
i Clostridia niz w warunkach tlenowych. Z kolei w wa-
runkach tlenowych bylo wiecej bakterii z klas Actinobac-
teria i Planctomycetia niz stwierdzono w warunkach bez-
tlenowych. Clostridia to Gram-dodatnie laseczki bytujace
w $rodowisku beztlenowym, takim jak na przyktad gleba
czy przewdd pokarmowy zwierzat (w tym czlowieka),
stad zrozumiata jest ich dos¢ liczna obecno$é w srodowi-
sku o matej zawartos$ci tlenu rozpuszczonego. Nalezg one
do typu Firmicutes, ktory tez byt liczniej reprezentowany
w warunkach beztlenowych niz tlenowych (rys. 1). Acti-
nobacteria to promieniowce klasyfikowane jako bakterie
Gram-dodatnie, wystepujace przede wszystkim w $rodo-
wisku glebowym, ale obecne takze w wodach i to zardwno
stonych, jak i stodkich. Maja duze zdolno$ci do degrada-
cji zwiazkdéw organicznych, a takze adaptacji do roznych
warunkow. Zdecydowana wigkszo$¢ promieniowcow to
tlenowce, dlatego ich wigkszy udzial w napowietrzanej
czegsci komory osadu czynnego jest zrozumiaty. Udziat
Actinobacteria w osadzie czynnym ze zgierskiej oczysz-
czalni wynosit 11,9% (warunki beztlenowe) lub 14,2%
(warunki tlenowe) i byl podobny do udziatu tej klasy
bakterii w innych osadach. Na przykltad w osadzie czyn-
nym z podwarszawskiej oczyszczalni wynosit on 15% [4],
a w osadzie z modelu laboratoryjnego — 17% [4]. Planc-
tomycetia to bakterie bytujgce przede wszystkim w $ro-
dowisku wodnym, gtéwnie w wodach o duzym zasoleniu.
W pracy [21] przeprowadzono badania nad obecnoscia
bakterii z klasy Planctomycetia w oczyszczalni $ciekow
komunalnych i zaobserwowano wiele gatunkéw bakterii
z tej klasy w osadzie czynnym — miaty one cz¢sto meta-
bolizm znany z procesu anammox. Ponadto stwierdzono,
ze wystgpowaty one glownie w warunkach aerobowych
i anoksycznych, natomiast mniej licznie w warunkach
anaerobowych [21], co pokrywa si¢ z wynikami badan
molekularnych uzyskanymi w tej pracy.

Pod wzgledem rodzaju w obu czes$ciach komory osadu
czynnego dominowaly te same rodzaje bakterii, to jest De-
chloromonas, Vogesella, Planctomyces, Thauera, Sulfuri-
talea, Candidatus i Blochmannia (rys. 2). W czgsci beztle-
nowej liczniej obecne byty bakterie z rodzaju Acidovorax,
podczas gdy w czesci tlenowej z rodzaju Phycicoccus. Aci-
dovorax to Betaproteobacteria bedace wzglednymi beztle-
nowcami (rys. 2), natomiast Phycicoccus to aerofile naleza-
ce do Actinobacteria, dlatego zrozumiata jest ich obecno$¢
i identyfikacja w czg¢sci tlenowej komory osadu czynnego.
Bakterie z rodzaju Dechloromonas to Betaproteobacteria,
wyposazone w organelle ruchu, wzgledne beztlenowce.
Bakterie nalezace do tego rodzaju majg rézne uzdolnienia
i moga petnic¢ wiele funkcji w biologicznym oczyszczaniu
sciekdéw. Na przyktad bakterie Dechloromonas aromatica
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Rys. 2. Rodzaje bakterii zidentyfikowanych w czesci
beztlenowej i tlenowej komory osadu czynnego

Fig. 2. The genera of bacteria identified in anaerobic
and aerobic part of activated sludge chamber

moga rozktada¢ benzen w warunkach beztlenowych,
a takze utlenia¢ toluen i ksylen w warunkach tlenowych.
Z kolei Dechloromonas denitrificans maja zdolno$¢ do re-
dukcji azotanow(V) do N,O, za$ gatunki Dechloromonas
aromatica 1 Dechloromonas hortensis moga redukowac
chlorany(VII).

Sktad zidentyfikowanych gatunkéw réwniez nie roz-
nit si¢ znaczaco w obu cze$ciach komory osadu czynnego
o réznych warunkach tlenowych. Wsrod gatunkéw ziden-
tyfikowanych w obu czg¢sciach komory byly Vogesella per-
lucida, Candidatus Blochmannia rufipes, Dechloromonas
hortensis, Runella limosa i Dechloromonas denitrificans.
Ponadto w warunkach beztlenowych stwierdzono znaczacy
udziat Acidovorax temperans 1 Thauera mechernichensis,
natomiast w warunkach tlenowych — Allochromatium pal-
meri 1 Saccharopolyspora shandongensis. To stosunkowo
mate zréznicowanie sktadu bakterii osadu czynnego na
poziomie rodzaju czy gatunku moze wynika¢ z przyczyn
technologicznych i/lub z niedoskonatosci metody, ktora nie
pozwalata na sklasyfikowanie wielu bakterii wchodzacych
w sktad osadu czynnego (tab. 1). Jednak przede wszystkim
trzeba wziag¢ pod uwage fakt, ze wiele gatunkéw bakterii
wchodzacych w sktad osadu czynnego (np. wzgledne bez-
tlenowce) moze przetacza¢ swoj metabolizm w zaleznosci
od warunkow tlenowych. Dla nich koncowym akceptorem
elektronéw moga by¢ zaro6wno proste zwiagzki organiczne
(np. aldehydy) lub nicorganiczne (np. NO3"), jak rowniez
tlen czasteczkowy.

Podsumowanie

Przynalezno$¢ taksonomiczna bakterii wystepujacych
w osadzie czynnym z oczyszczalni $ciekow w Zgierzu
nie odbiegata znaczaco od sktadu jakosciowego bakterii
w osadach z innych europejskich oczyszczalni §ciekdéw
komunalnych. Podobnie jak w innych oczyszczalniach
Sciekow, na poziomie typu najwickszy udziat miaty Prote-
obacteria, a wrdd nich najwigcej byto bakterii nalezacych
do klasy Betaproteobacteria. Analizowany osad czynny
wyr6zniat si¢ wzglednie matg liczebnos$cia bakterii z klasy
Chloroflexi, co pokrywalo si¢ z obserwacjami makrosko-
powymi, wskazujagcymi na dobre wlasciwosci sedymenta-
cyjne tego osadu. Warunki tlenowe mialy raczej niewielki
wplyw na sktad bakterii osadu czynnego — mogty powo-
dowa¢ jedynie wigkszy udzial bakterii aerofilnych w czg-
$ci napowietrzanej komory osadu czynnego i/lub wigkszy

udzial beztlenowcow w jej czeSci nienapowietrzane;j.
W badanym osadzie czynnym stwierdzono wickszy udziat
bakterii z klasy Clostridia w warunkach beztlenowych,
a w warunkach tlenowych wiekszy udziat bakterii Actino-
bacteria i Planctomycetia.

Badania przeprowadzono w ramach projektu rozwojo-
wego NR14-004-10.

LITERATURA

1. A. RASZKA, A. ZIEMBINSKA, A. WIECHETEK: Metody
i techniki biologii molekularnej w biotechnologii srodowi-
skowej. Czasopismo Techniczne. Srodowisko 2009, vol. 2-S,
ss. 101-114.

2. M. ALBERTSEN, L.B. HANSEN, A.M. SAUNDERS,
P.H. NIELSEN, J.L. NIELSEN: A metagenome of a full-
scale microbial community carrying out enhanced biological
phosphorus removal. The International Society for Microbial
Ecology Journal 2012, Vol. 6, pp. 1094-1106.

3. M. KAEVSKA, P. VIDENSKA, P. VASICKOVA: Changes
in microbial composition of wastewater during treatment
in a full-scale plant. Current Microbiology 2016, Vol. 72,
pp. 128-132.

4. A. MUSZYNSKI, A. TABERNACKA, A. MILOBEDZKA:
Long-term dynamics of the microbial community in a full-
scale wastewater treatment plant. International Biodeteriora-
tion and Biodegradation 2015, Vol. 100, pp. 44-51.

5. T.ZHANG, M.-F. SHAO, L. YE: 454 Pyrosequencing reveals
bacterial diversity of activated sludge from 14 sewage treat-
ment plants. The International Society for Microbial Ecology
Journal: Multidisciplinary Journal of Microbial Ecology
2012, Vol. 6, pp. 1137-1147.

6. M.-T. WONG, T. MINO, R.J. SEVIOUR, M. ONUKI, W.T.
LIU: In situ identification and characterization of the micro-
bial community structure of full-scale enhanced biological
phosphorous removal plants in Japan. Water Research 2005,
Vol. 39, pp. 2901-2914.

7. A. MUSZYNSKI, M. LEBKOWSKA, A. TABERNACKA,
A. MILOBEDZKA: From macro to lab-scale: Changes in
bacterial community led to deterioration of EBPR in lab reac-
tor. Central European Journal of Biology 2013, Vol. 8, No. 2,
pp- 130-142.

8. A. GONZALEZ-MARTINEZ, A. RODRIGUEZ-SANCHEZ,
B. MUNOZ-PALAZON, M.-J. GARCIA-RUIZ, F. OSORIO,
M.C.M. van LOOSDRECHT, J. GONZALEZ-LOPEZ: Mi-
crobial community analysis of a full-scale DEMON bioreac-
tor. Bioprocess and Biosystems Engineering 2015, Vol. 38,
pp. 499-508.

9. S. JURETSCHKO, A. LOY, A. LEHNER, M. WAGNER:
The microbial community composition of a nitrifying-de-
nitrifying activated sludge from an industrial sewage treat-
ment plant analyzed by the full-cycle rRNA approach. Sys-
tems Applied Microbiology 2002, Vol. 25, pp. 84-99.

10. Y. KONG, Y. XIA, Y.L. NIELSEN, P.H. NIELSEN: Struc-
ture and function of the microbial community in a full-scale
enhanced biological phosphorus removal plant. Microbiology
2007, Vol. 153, pp. 4061-4073.

11. A.T. MIELCZAREK, C. KRAGELUND, P.S. ERIKSEN,
P.H. NIELSEN: Population dynamics of filamentous bacteria
in Danish wastewater treatment plants with nutrient removal.
Water Research 2012, Vol. 46, pp. 3781-3795.

12. A.T. MIELCZAREK, H.T. NGUYEN, J.L. NIELSEN, P.H.
NIELSEN: Population dynamics of bacteria involved in en-
hanced biological phosphorus removal in Danish wastewater
treatment plants. Water Research 2013, Vol. 47, pp. 1529-1544.

13. A. CYDZIK-KWIATKOWSKA, M. ZIELINSKA, 1. WOJ-
NOWSKA-BARYLA: Impact of operational parameters on
bacterial community in a full-scale municipal wastewater
treatment plant. Polish Journal of Microbiology 2012, Vol. 61,
pp. 41-49.



Skfad biocenozy bakteryjnej osadu czynnego na przyktadzie miejskiej oczyszczalni Sciekow w Zgierzu 7

14. P.H. NIELSEN, A.T. MIELCZAREK, C. KRAGELUND,
J.L. NIELSEN, A.M. SAUNDERS, Y. KONG, A.A. HAN-
SEN, J. VOLLERTSEN: A conceptual ecosystem model of
microbial communities in enhanced biological phospho-
rus removal plants. Water Research 2010, Vol. 44, No. 17,
pp. 5070-5088.

15. P.H.NIELSEN, A.M. SAUNDERS, A.A. HANSEN, P. LAR-
SEN, J.L. NIELSEN: Microbial communities involved in
enhanced biological phosphorus removal from wastewater
— a model system in environmental biotechnology. Current
Opinion in Biotechnology 2012, Vol. 23, pp. 452-459.

16. A. MILOBEDZKA, A. MUSZYNSKI: Selection of methods
for activated sludge bulking control using a molecular biol-
ogy technique combined with respirometric tests. BioTechno-
logia. Journal of Biotechnology, Computational Biology and
Bionanotechnology 2016, Vol. 97, No. 3, 187-193.

17. P.H. NIELSEN, K.D. MCMAHON: Microbiology and mi-
crobial ecology of the activated sludge process. In: D. JEN-
KINS, J. WANNER [Eds.]: Activated Sludge — 100 Years and
Counting. IWA Publishing, London 2014.

18. T.Z. DESANTIS, P. HUGENHOLTZ, N. LARSEN, M. RO-
JAS, E.L. BRODIE, K. KELLER, T. HUBER, D. DALEVI,
P. HU, G.L. ANDERSEN: Greengenes, a chimera-checked
16S rRNA gene database and workbench compatible with
ARB. Adpplied and Environmental Microbiology 2006,
Vol. 72, No. 7, pp. 5069-5072.

19. D. GENDASZEWSKA, E. LIWARSKA-BIZUKOJC: Ad-
aptation of microbial communities in activated sludge to
1-decyl-3-methylimidazolium bromide. Water Science and
Technology 2016, Vol. 74, No. 5, pp. 1227-1234.

20. M. SCHMID, A. THILL, U. PURKHOLD, M. WALCHER,
J.Y.BOTTERO, P. GINESTET, P.H. NIELSEN, S. WUERTZ,
M. WAGNER: Characterization of activated sludge flocs by
confocal laser scanning microscopy and image analysis. Wa-
ter Research 2003, Vol. 37, No. 37, pp. 2043-2052.

21. R. CHOUARI, D. le PASLIER, P. DAEGELEN, P. GIN-
ESTET, J. WEISSENBACH, A. SGHIR: Molecular evidence
for novel planctomycete diversity in a municipal wastewater
treatment plant. Applied Environmental Microbiology 2003,
Vol. 69, No. 12, pp. 7354-7363.

Liwarska-Bizukojc, E. Composition of Activated Sludge
Biocenosis in the Example of Municipal Wastewater Treat-
ment Plant for a City of Zgierz. Ochrona Srodowiska 2017,
Vol. 39, No. 4, pp. 3-7.

Abstract: Molecular biology techniques allow for increas-
ingly more thorough identification and understanding of func-
tionality of microorganisms consortia involved in wastewater
treatment or waste degradation processes. In this work, the
bacterial community of activated sludge from the wastewater
treatment plant in Zgierz (Poland) was identified. As a result,
a somewhat limited database of microorganisms living in Pol-
ish wastewater treatment plants was supplemented with new
data. The composition of bacterial community was identified
with molecular biology techniques in two main stages: (1) isola-
tion of genomic DNA, (2) DNA sequencing and bioinformatics

analysis of the isolated sequences. The analyses revealed that
the most abundant phylum was Proteobacteria with Betapro-
teobacteria present in highest numbers. Composition of the ac-
tivated sludge was relatively low in Chloroflexi class bacteria. It
is in alignment with macroscopic observations indicating good
settlement properties of the activated sludge from the waste-
water treatment plant in Zgierz. It was determined that aero-
bic (redox) conditions in the activated sludge chamber did not
influence the composition of bacterial community. They might
only cause increase in the contribution of aerobic bacteria in
the aerated (oxygenated) part of the chamber or the anaerobic
organisms in its anaerobic (deoxygenated) section.
Keywords: Bacteria, identification, molecular biology, iso-
lation of genomic DNA, DNA sequencing, wastewater treatment
plant, activated sludge, oxidoreductive conditions, biocenosis.



