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ZESPOŁY MIKROORGANIZMÓW W PROCESACH 
BEZTLENOWEJ STABILIZACJI OSADÓW 

COMPLEXES OF MICROORGANISMS IN THE OXYGEN-FREE 
STABILIZATION PROCESSES OF SEWAGE SLUDGE 

Abstrakt: Fermentacja metanowa jest to zło�ony proces przebiegaj�cy przy udziale zró�nicowanych populacji 

drobnoustrojów pod wzgl�dem pokarmowym, ale synergistycznie zale�nych od siebie. Zwi�zki makromolekularne 

rozkładane s� do zwi�zków prostych, stanowi�cych substrat dla bakterii fermentacji metanowej, które nast�pnie 

produkuj� wodór, alkohole oraz lotne kwasy tłuszczowe (LKT). LKT s� zu�ywane przez bakterie syntroficzne  

z wytworzeniem octanu i wodoru. Octan mo�e by� tak�e produkowany z wodoru i ditlenku w�gla przez niektóre 

bakterie homoacetogenne oraz bakterie redukuj�ce siarczany czy inne mikroorganizmy beztlenowe. Wodór, octan 

i inne składniki wykorzystywane s� przez bakterie metanogenne do produkcji metanu. Charakterystyka zbiorowisk 

mikroorganizmów fermentacji metanowej pozwala na prze�ledzenie zmian i aktywno�ci populacji 

drobnoustrojów. Substratem do bada� był nadmierny osad czynny pochodz�cy z Koniecpolskich Zakładów Płyt 

Pil�niowych „Koniecpol“ S.A., zaszczepiony osadem przefermentowanym, pobranym z komunalnej oczyszczalni 

�cieków „WARTA” w Cz�stochowie. Mieszanin� poddano 25-dniowej mezofilowej fermentacji metanowej. 

Badania prowadzono w kolbach laboratoryjnych umieszczonych w stacji do hodowli beztlenowych BACTRON  

w temperaturze 37oC. Zawarto�� badanych kolb mieszano co kilka godzin r�cznie. W celu poznania zakresu zmian 

liczbowych zbiorowisk mikroorganizmów, bior�cych udział w beztlenowej stabilizacji osadów �ciekowych,  

w trakcie trwania procesu, codziennie dokonywano oznacze� biologicznych na podło�u selektywnym, a tak�e 

pomiaru odczynu pH mieszaniny osadów �ciekowych wewn�trz stacji BACTRON w warunkach beztlenowych.  

W zakresie analiz mikrobiologicznych przeprowadzono równie� obserwacje mikroskopowe za pomoc� 
mikroskopu fluorescencyjnego. Przed oraz po fermentacji metanowej dokonywano analizy fizyczno-chemicznej 

mieszaniny, mianowicie: suchej masy, suchej masy organicznej i mineralnej, zasadowo�ci ogólnej, ChZT, LKT, 

azotu Kjeldahla, azotu amonowego, w�gla ogólnego. 

Słowa kluczowe: stabilizacja beztlenowa, mikroorganizmy beztlenowe, osady �ciekowe 

Składowanie osadów �ciekowych na składowiskach lub ich przyrodnicze 

wykorzystanie nale�y poprzedzi� procesami przemiany, które wyeliminuj� uci��liwo�ci 

wynikaj�ce z ich rozkładu, a tak�e zapobiegn� mikrobiologicznemu rozkładowi [1]. 

Stabilizacja beztlenowa jest procesem wielofazowym. Poszczególne jego fazy s� 
prowadzone przez ró�ne mikroorganizmy. Mikroorganizmy te wymagaj� odmiennych 

warunków �rodowiskowych [2]. Bakterie wyst�puj�ce w fermentacji „kwa�nej” nale�� do 

obligatoryjnych i fakultatywnych beztlenowców o liczebno�ci populacji w procesie 

fermentacji mezofilowej 10
8
÷10

9
/cm

3
. Do najcz��ciej wyst�puj�cych podczas stabilizacji 

beztlenowej mikroorganizmów nale��: Aerobacter, Alcaligenes, Clostridium, Escherichia, 

Flavobacterium, Pseudomonas, Lactobacterium, Lactobacillus, Micrococcus  

i Streptococcus. Szybko�� wzrostu bakterii fermentacji „kwa�nej” jest zale�na od rodzaju 

oraz st��enia substratu. Bakterie tej fazy s� stosunkowo mało podatne na wpływ 

temperatury i zmiany pH [3, 4].  

Bakterie fazy octanowej maj� bardzo długi czas generacji. Bakterie metanowe nale�� 
do obligatoryjnych beztlenowców i s� trudne do wyizolowania. Morfologicznie s� bardzo 

zró�nicowane. Ka�dy gatunek jest �ci�le wyspecjalizowany i bierze udział w rozkładzie 

                                                           
1 Instytut In�ynierii 	rodowiska, Wydział In�ynierii i Ochrony 	rodowiska, Politechnika Cz�stochowska,  

ul. Brze
nicka 60a, 42-200 Cz�stochowa, tel. 34 325 73 34 
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w�skiej grupy zwi�zków chemicznych, produktów pierwszej fazy rozkładu. Zarówno  

w naturze, jak i w komorach fermentacyjnych wyst�puj� w postaci pałeczek 

(Methanobacterium), spirali (Methanospirillum) oraz innych kształtów - np. ziarniaki czy 

pakietowce (Methanococcus, Methanosarcina). Mikroorganizmy te s� bardzo wra�liwe na 

zmiany fizykochemiczne �rodowiska. Wraz ze wzrastaj�c� temperatur� procesu fermentacji 

obserwuje si� wzrost szybko�ci rozwoju mikroorganizmów, jednak zbyt cz�ste wahania 

temperatury o ponad 2°C mog� by� przyczyn� zaburze� tego procesu. Równie� zmiana pH 

poni�ej 6 lub powy�ej 8 powoduje zahamowanie ich rozmna�ania. Rozwój bakterii jest 

wtedy trudny i powolny [3, 4]. Do mezofilnych bakterii metanogennych nale��: 
Methanobacterium bryantii, Methanobacterium formicicum, Methanobrevibacter 

arboriphilus, Methanobrevibacter ruminantium, Methanosphaera stadtmaniae, 

Methanococcus vannielli, Methanomicrobium mobile, Methanospirillum hungatei, 

Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, Methanosarcina vacuolata (minimalny 

wzrost wykazuje w temperaturze ≥18°C) i Methanothrix soehngenii (minimalny wzrost 

wykazuje w temperaturze ≥3°C). 

Cz��� do�wiadczalna 

Substrat bada� 

Do bada� wykorzystano osady pochodz�ce z biologiczno-mechanicznej oczyszczalni 

�cieków Koniecpolskich Zakładów Płyt Pil�niowych „Koniecpol” S.A. oczyszczaj�cej 

�cieki składaj�ce si� w 23% ze �cieków technologicznych oraz w 77% ze �cieków  

bytowo-gospodarczych. Udział �cieków technologicznych w ogólnym ładunku 

zanieczyszcze� organicznych dopływaj�cych ze �ciekami do oczyszczalni stanowi 

przewa�aj�c� cz���, tj. ok. 74%. Osady nadmierne zaszczepiono osadem 

przefermentowanym (inoculum), pobranym sprzed pras filtracyjnych Oczyszczalni 

	cieków „Warta” S.A. w Cz�stochowie w stosunku 10:1. Mieszanina osadów 

przemysłowych i bytowo-gospodarczych stanowiła podstawowy substrat bada�. 

Metodyka bada� [5, 6] 

Przygotowan� mieszanin� osadów poddano 25-dniowej mezofilowej fermentacji 

metanowej. Badania prowadzono w czterech kolbach laboratoryjnych (stanowi�cych model 

komory fermentacyjnej) o pojemno�ci 300 cm
3
 umieszczonych w inkubatorze znajduj�cym 

si� w stacji do hodowli beztlenowych BACTRON III-2 (rys. 1) w temperaturze 37ºC. 

Zawarto�� badanych kolb mieszano co kilka godzin r�cznie.  

W celu okre�lenia zakresu zmian liczbowych zbiorowisk mikroorganizmów, bior�cych 

udział w beztlenowej stabilizacji osadów �ciekowych, w trakcie trwania procesu, 

codziennie dokonywano posiewu na płytkach Petriego, zawieraj�cych selektywne podło�e. 

Nast�pnie płytki Petriego inkubowano w temperaturze 37°C wewn�trz stacji BACTRON 

III-2 w warunkach beztlenowych. Po pi�ciodniowej inkubacji liczono wyrosłe kolonie 

mikroorganizmów, a nast�pnie prowadzono ich obserwacj� pod mikroskopem Olimpus 

BX51 (rys. 2) w �wietle widzialnym oraz fluorescencj�. Przygotowywano preparaty 

mikroskopowe z wybranych kolonii i przy ró�nych powi�kszeniach, w tym imersji (100x) 

okre�lano kształty mikroorganizmów fermentacji metanowej, b�d�cych w ró�nych stadiach 

procesu. Poza codzienn� analiz� mikrobiologiczn� dokonywano równie� pomiaru odczynu 
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pH mieszaniny osadów �ciekowych kolb fermentacyjnych umieszczonych w inkubatorze 

BACTRON III-2.  

Przed oraz po fermentacji metanowej przeprowadzono analizy fizyczno-chemiczne 

mieszaniny, obejmuj�ce takie parametry, jak: sucha masa, sucha masa organiczna  

i mineralna, zasadowo�� ogólna, ChZT, LKT, azot Kjeldahla, azot amonowy i w�giel 

ogólny [7-14]. 

 

 
Rys. 1. Urz�dzenie BACTRON III-2: r�kawy (1), �luza (2), sterownik (3), inkubator (4) 

Fig. 1. BACTRON III-2 station: manches (1), lock (2), controller (3), incubator (4) 

 

 
Rys. 2. Mikroskop Olympus BX51 

Fig. 2. Microscope Olympus BX51 
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Wyniki bada� 

W tabeli 1 zestawiono wyniki analizy fizyczno-chemicznej przed oraz po procesie 

fermentacji metanowej, prowadzonej w kolbach laboratoryjnych umieszczonych w stacji do 

hodowli beztlenowych BACTRON III-2. Podczas procesu fermentacji metanowej 

odnotowano prawie 40% efektywno�� zmniejszenia ChZT. Stosunek lotnych kwasów 

tłuszczowych do zasadowo�ci przed procesem fermentacji wynosił 0,57, natomiast w 25 

dniu osi�gn�ł warto�� 1,15.  

 
Tabela 1 

Charakterystyka fizyczno-chemiczna mieszaniny fermentacyjnej 

Table 1 

Characteristic the physical and chemical of the mixture fermentation  

Wska�nik Jednostka 0 dzie� fermentacji 25 dzie� fermentacji 
Zasadowo�� [mg CaCO3/dm3] 320 450 

ChZT [mg O2/dm3] 809 490 

Efektywno�� zmniejszenia ChZT [%] 39,43 

Lotne kwasy tłuszczowe (LKT) [mg CH3COOH/dm3] 214,2 520 

LKT/Zasadowo�� 
[mg CH3COOH/ 

mg CaCO3] 
0,57 1,15 

Azot Kjeldahla [mg N/dm3] 145 220 

Azot amonowy [mg +

4NHN- /dm3] 126 168 

W�giel ogólny [mg/g] 440,95 220 

 
W tabeli 2 przedstawiono analiz�: suchej masy, suchej masy organicznej i mineralnej 

przed oraz po procesie fermentacji.  

 
Tabela 2 

Charakterystyka fizyczno-chemiczna mieszaniny fermentacyjnej 

Table 2 

Characteristic the physical and chemical of the mixture fermentation  

Wska�nik Jednostka 
0 dzie� 

fermentacji 
25 dzie� fermentacji 

Mieszanina I [g/dm3] 10,21 8,74 

Mieszanina II [g/dm3] 10,73 6,92 

Mieszanina III [g/dm3] 10,72 7,21 
s.m. 

Mieszanina IV [g/dm3] 10,39 7,89 

Mieszanina I [g/dm3] 7,66 4,56 

Mieszanina II [g/dm3] 7,63 4,25 

Mieszanina III [g/dm3] 7,74 4,53 
s.m. organiczna 

Mieszanina IV [g/dm3] 7,72 5,32 

Mieszanina I [g/dm3] 2,55 2,18 

Mieszanina II [g/dm3] 3,1 2,67 

Mieszanina III [g/dm3] 2,98 2,68 
s.m. mineralna 

Mieszanina IV [g/dm3] 2,67 2,37 

 
Na podstawie warto�ci suchej masy organicznej przed oraz po fermentacji wyznaczono 

stopie� przefermentowania (tab. 3). Najni�szy stopie� przefermentowania uzyskano dla 

Mieszaniny IV (31,1%), natomiast najwy�szy dla Mieszaniny II (44,3%). 	rednia warto�� 
dla wszystkich badanych mieszanin wynosiła 39,3%.  
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Tabela. 3 

Stopie� przefermentowania badanego osadu 

Table 3 

The degree of sewage sludge digestion 

Stopie� przefermentowania [%] 

Mieszanina I 40,4 

Mieszanina II 44,3 

Mieszanina III 41,5 

Mieszanina IV 31,1 

�rednia 39,3 

 

Odczyn ma zasadniczy wpływ na rozwój mikroorganizmów fermentacji metanowej,  

a zale�y on głównie od ilo�ci lotnych kwasów tłuszczowych w procesie. Na wykresie  

(rys. 3) przedstawiono zmiany pH poszczególnych mieszanin fermentacyjnych w trakcie 

trwania 25-dniowej stabilizacji beztlenowej. Zaobserwowano podobny przebieg zmiany pH 

dla poszczególnych mieszanin. Jego zauwa�alny spadek w I etapie procesu jest wynikiem 

szybkiego rozkładu substancji organicznych do ni�szych kwasów organicznych.  
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Rys. 3. Zmiany pH podczas procesu stabilizacji beztlenowej osadów �ciekowych pochodz�cych z przemysłu 

celulozowego dla poszczególnych mieszanin 

Fig. 3. Changes of pH value during anaerobic fermentation of sewage sludge coming from pulp mill industry to 

examined mixture 

 

Na rysunku 4 przedstawiono analiz� ilo�ciow� mikroorganizmów procesu fermentacji 

podan� dla rozcie�czenia 10
3
. Liczebno�� mikroorganizmów przez pierwsze 6 dni procesu 

utrzymywała si� na �rednim poziomie 280 jkt/cm
3
 dla rozcie�czenia 10

3
. W kolejnym dniu 

procesu zaobserwowano znaczny spadek jtk. W kolejnych dniach nast�pił niewielki wzrost 

liczby jtk, po czym liczba mikroorganizmów stopniowo malała do szesnastego dnia 

procesu, po którym nie stwierdzono obecno�ci mikroorganizmów. 
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Rys. 4. Ilo�ciowa analiza mikroorganizmów bior�cych udział w fermentacji metanowej dla rozcie�czenia 103 

Fig. 4. The quantitative analysis of the examined microorganisms during fermentation for dilution 103 

 

 
Rys. 5. Zdj�cie mikroorganizmów przy obiektywie 100x (imersji) w �wietle widzialnym 

Fig. 5. Photo microorganism at objective x100 in visible light 

 

 
Rys. 6. Zdj�cie mikroorganizmów przy obiektywie 100x (imersji) i filtrami do fluorescencji w szerokopasmowym 

�wietle UV 

Fig. 6.  Photo microorganism at objective x100 and filters to fluorescence in broadband light UV 
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W kolejnym etapie bada� dokonano obserwacji mikroskopowych wyrosłych kolonii.  

W skład obserwowanych zbiorowisk wchodziły konsorcja ró�nych gatunków 

mikroorganizmów. Ponadto mikroorganizmy beztlenowe charakteryzuj� si� �wieceniem 

(rys. rys. 5 i 6). 

Podsumowanie 

Celem prowadzonych bada� było okre�lenie zmian liczebno�ci zbiorowisk 

mikroorganizmów bior�cych udział w fermentacji beztlenowej osadów �ciekowych 

pochodz�cych z Biologicznej Oczyszczalni 	cieków Koniecpolskich Zakładów Płyt 

Pil�niowych „Koniecpol” S.A. Uzyskane wyniki bada� wykazały, �e zbiorowiska 

mikroorganizmów charakteryzowały si� du�� zmienno�ci� liczebno�ci w czasie procesu 

stabilizacji beztlenowej. W skład zbiorowisk wchodziły konsorcja ró�nych gatunków 

mikroorganizmów. Wyniki analizy wybranych parametrów fizyczno-chemicznych 

mieszanin fermentacyjnych były porównywalne z wynikami uzyskanymi dla samych 

osadów komunalnych. Mo�e to wynika� z niewielkiej ilo�ci osadu celulozowego w badanej 

mieszaninie.  

Podzi�kowania 

Badania zostały przeprowadzone w ramach BG 401/403/07/R oraz BS 401/301/08/R.  
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COMPLEXES OF MICROORGANISMS IN THE OXYGEN-FREE 
STABILIZATION PROCESSES OF SEWAGE SLUDGE 

Institute of Environmental  Engineering, Czestochowa University of Technology 

Abstract: The methane fermentation is a sophisticated process which takes place with the participation of various 

populations of microorganisms in respect of culture, however, they depend on each other in a synergistic way. The 

macromolecular compounds are resolved into simple compounds, which are the substrates for bacteria of methane 

fermentation and then they produce hydrogen, alcohol, volatile fatty acids (VFA). VFA are used by syntrophic 
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bacteria with the production of acetate and hydrogen. Acetate can also be produced from hydrogen and carbon 

dioxide by some homoacetogenic bacteria and by bacteria which reduce sulfates or by other oxygen-free 

microorganisms. Hydrogen, acetate and other components are used to produce methane by methanogenic bacteria. 

The characteristics of microorganisms populations of methane fermentation allows to observe the changes and the 

activities of the microorganisms populations. The substrate of the research was the excessive activated sludge 

coming from Koniecpol Fibreboard Factory “Koniecpol” S.A. inoculated by fermented sludge, taken from the 

municipal sewage treatment plant: WARTA in Cz�stochowa. The mixture was later put to the 25-day mesophile 

methane fermentation. The research was made in the laboratory flasks, put into the oxygen-free cultures station 

called BACTRON in the temperature of 37ºC. The content of the examined flasks was mixed every few hours by 

hand. In order to find out the range of the numerical changes of the microorganism complexes, taking place in 

oxygen-free stabilization of sewage sludge, during the process, there were made every day: the biological 

determinations on the selective base and the measurement of pH reaction of the mixture of sewage sludge inside 

the BACTRON station in oxygen-free conditions. Within the range of microbiological analyses there were also 

made the microscopic observations by mean of a fluorescent microscope. Before and after the methane 

fermentation there were made the physical and chemical analysis of the mixture, which includes the parameters: 

dry matter, dry organic and mineral matter, general alkalinity, COD (chemical oxygen demand), Kjeldahl nitrogen, 

ammonium nitrogen, general carbon. 

Keywords: oxygen-free stabilization, oxygen-free microorganisms, sewage sludge 


