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  Od Autora
Biologiczne aspekty oczyszczania ścieków mojego autorstwa jest trzecim podręcznikiem akademickim po dwóch poprzednich: Mikroorganizmy w ochronie środowiska (2007) i Mikrobiologia środowisk (2010), wydanych przez Wydawnictwo Naukowe PWN w Warszawie. Moje autorstwo tej książki może budzić pewne zdziwienie u niektórych czytelników. Chciałem nadmienić, że tematyka mojej pracy magisterskiej i pracy doktorskiej była związana z biologicznym oczyszczaniem ścieków w nieistniejącym już Zakładzie Mikrobiologii Środowisk Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu Warszawskiego i problematyka z tego zakresu jest mi dobrze znana. Przez lata prowadziłem także wykłady dla studentów mikrobiologii i biotechnologii z zakresu biologicznego oczyszczania ścieków.
 Dotychczas ukazało się kilka podręczników akademickich dotyczących oczyszczania ścieków komunalnych i przemysłowych. Autorami tych książek są głównie pracownicy zakładów naukowych politechnik. Ten podręcznik jest napisany z wyraźnym spojrzeniem na wszystkie procesy okiem mikrobiologa, ze zwróceniem uwagi na charakterystykę wspólnot mikroorganizmów (microbial communities), biorących udział w redukcji ładunków zanieczyszczeń obecnych w ściekach oraz usuwaniu azotu i fosforu.
 Podręcznik ten adresuję do studentów i pracowników naukowych mikrobiologii, biotechnologii, ochrony środowiska z różnych polskich ośrodków akademickich. Mam nadzieję, że dostarczy on wiele informacji, w tym o charakterze nieco historycznym oraz współczesnych „high-tech” systemach biologicznego oczyszczania ścieków komunalnych, bioprzemysłowych oraz wybranych ścieków przemysłowych. Rozdziały 13 i 14 dotyczą charakterystyki odpadów i sposobów ich zagospodarowywania oraz oczyszczania odcieków powstających w składowiskach odpadów komunalnych.
Mieczysław Kazimierz Błaszczyk
 1
Bakteryjny metabolizm w procesie oczyszczania ścieków w warunkach beztlenowych
1.1. Wprowadzenie
Biologiczne procesy oczyszczania ścieków są oparte na naturalnej zdolności procesu samooczyszczania występującego w zbiornikach wodnych, prowadzonego przez mikroorganizmy, w tym głównie przez mikroorganizmy heterotroficzne (bakterie i grzyby). Procesy te różnią się od naturalnych procesów zachodzących w środowiskach wodnych, ze względu na pewne charakterystyczne cechy, takie jak:
 – duża zawartość biomasy mikroorganizmów;
 – powszechne występowanie organizmów heterotroficznych, tworzących łańcuch pokarmowy spasania;
 – wymuszony przepływ ładunku substancji organicznych w systemie jako zanieczyszczeń;
 – wzmożone procesy rozkładu i mineralizacji materii organicznej.
 Ze względu na te cechy biologiczne procesy oczyszczania ścieków można uznać za ekologiczne ekosystemy prowadzone w ekstremalnych warunkach, w których wszystkie organizmy heterotroficzne mają krótsze cykle życia niż czas wymiany osadów (SRT). Organizmami najbardziej bezpośrednio zaangażowanymi w oczyszczanie ścieków są bakterie heterotroficzne. Dominują one wśród wszystkich innych grup liczebnie i w biomasie oraz wpływają na proces mineralizacji i eliminacji organicznych i nieorganicznych składników odżywczych. We wszystkich systemach oczyszczania ścieków występują także pierwotniaki, takie jak: orzęski, wiciowce i ameby, oraz małe zwierzęta zaliczane do Metazoa. Odżywiają się one organicznymi cząstkami stałymi, głównie bakteriami, przyczyniając się do klarowania wody w procesie oczyszczania ścieków.
 Systemy oczyszczania ścieków z zastosowaniem mikroorganizmów należą do największych na świecie procesów biotechnologicznych. W ciągu ostatniego stulecia systemy te przeżywały ciągłe modyfikacje w zakresie projektowania i eksploatacji biologicznych oczyszczalni ścieków w celu poprawy efektywności procesów. W centrum uwagi są konsorcja mikroorganizmów heterotroficznych obecne w ściekach, które część związków organicznych i mineralnych przekształcają w biomasę mikroorganizmów, a część w celu pozyskania energii spalają do ditlenku węgla i wody lub ditlenku węgla i metanu, wykorzystując różne szlaki metaboliczne. Wszystkie modyfikacje systemów oczyszczania ścieków oraz wpływu kluczowych czynników abiotycznych zmierzają do kontroli i sterowania procesami prowadzonymi przez wspólnoty mikroorganizmów. Natomiast badania są ukierunkowane na ilościowe i jakościowe określenie wpływu zmiennych czynników środowiskowych na skład i strukturę wspólnot mikroorganizmów występujących w systemach oczyszczania ścieków. Parametry technologiczne oczyszczania ścieków wpływają na tworzenie się złożonych struktur mikroorganizmów i ich składu gatunkowego. Struktura gatunkowa powstałej biomasy w procesie oczyszczania ścieków określa szlaki metaboliczne, które występują w układzie technologicznym i ostatecznie wpływają na jakość oczyszczanych ścieków. Skład wspólnot mikroorganizmów oraz wydajności procesów biologicznych oczyszczania ścieków zależy od:
 – składu chemicznego ścieków;
 – kształtu bioreaktora stosowanego do hodowli mikroorganizmów;
 – temperatury;
 – czasu zatrzymania ścieków (HRT) oczyszczanych w bioreaktorach.
 Mikroorganizmy w osadzie czynnym mogą:
 (1) mieć substrat w nadmiarze,
 (2) mieć substrat w ograniczonych ilościach,
 (3) spalać substrat w warunkach tlenowych lub beztlenowych.
 W warunkach tlenowych, gdy substrat jest w nadmiarze, bakterie jedną jednostkę węgla organicznego spalają w połowie do ditlenku węgla i wody, w połowie węgiel ten wykorzystują na przyrost biomasy. W warunkach ograniczonego dostępu substratu bakterie spalają w ¾ substrat do ditlenku węgla i wody, a ¼ substratu wykorzystują na procesy anaboliczne i przyrost biomasy. W warunkach beztlenowych węgiel zawarty w materii organicznej jest w 95% spalany w procesach katabolicznych, a tylko 5% węgla organicznego jest włączane w procesy anaboliczne i reprodukcję biomasy.
 Usuwanie materii organicznej w procesie biologicznego utleniania, na przykład za pomocą osadu czynnego, zależy od aktywności mieszanych populacji mikroorganizmów heterotroficznych, które mogą wykorzystać tlen lub nieorganiczny akceptor elektronów w reakcjach metabolicznych. Zanieczyszczenia, które mają zostać usunięte, muszą zostać pobrane przez mikroorganizmy i włączone do procesów metabolicznych, w postaci monomerów i oligomerów (masy cząsteczkowe < 1000 Da), które mogą być przeniesione przez membrany komórkowe bakterii aktywnym transportem. Bakterie osadu czynnego rozkładają substancje organiczne, takie jak białka, lipidy i węglowodany, na związki pośrednie o małej masie cząsteczkowej za pośrednictwem działania hydrolaz pozakomórkowych. Związki o małej masie cząsteczkowej są z kolei asymilowane przez komórki i wykorzystywane jako źródło energii i węgla. Stopniowa depolimeryzacja (hydroliza) substratów polimerycznych jest najczęściej pierwszym i całkowitym etapem ograniczania szybkości mineralizacji materii organicznej w osadzie czynnym i beztlenowych systemach oczyszczania ścieków przez osady mikroorganizmów beztlenowych. Wszystkie opracowane modele oczyszczania ścieków wykorzystują parametry kinetyczne oparte na początkowej szybkości rozkładu ścieków poprzez hydrolizę prowadzoną przez enzymy pozakomórkowe. Takim przykładem jest szeroko stosowany model osadu czynnego. Kolejne modele oczyszczania ścieków włączały usuwanie fosforu i azotu.
 1.2. Ektoenzymy i egzoenzymy zewnątrzkomórkowe
Egzoenzymy, takie jak lipazy, glikozydazy, proteazy, fosfatazy i inne, mogą pochodzić z jednego z trzech kluczowych źródeł, a mianowicie: 1) z dopływających ścieków, 2) z autolizy komórek osadu czynnego i/lub 3) jako enzymy aktywnie wydzielane przez komórki mikroorganizmów (Burgess i Pletschke 2008). Ponadto, egzoenzymy są albo związane z powierzchnią komórki (ektoenzymy), w postaci wolnej (egzoenzymy) w ściekach lub adsorbowane w pozakomórkowych substancjach polimerycznych (EPS) matriks osadu. W beztlenowych osadach ściekowych wyróżniono dwie klasy enzymów pozakomórkowych: wolne od komórki enzymy rozproszone w ściekach oraz enzymy komórkowe związane z powierzchnią komórek mikroorganizmów. Na przykład α-amylaza związana z komórkami jest odpowiedzialna za hydrolizę osadu. Uważa się, że ilość egzoenzymów rozpuszczonych w ściekach jest nieistotna. Hydrolazy w osadach są głównie związane z komórkami bakteryjnymi lub związane z kłaczkami osadu osadzonymi w matriks EPS. Aktywność proteolityczna w kłaczkach osadu czynnego jest stwierdzana głównie w EPS, natomiast aktywność glikolityczna jest związana z organiczną frakcją koloidalną ścieków. Aktywność enzymów proteaz i fosfataz jest związana głównie z cząstkami organicznej materii osadów.
 Aktywność egzoenzymów w warunkach beztlenowych ogranicza się do hydrolaz, głównie lipaz, fosfataz, glikozydaz i proteaz. Stężenie tych hydrolaz oraz ich kontakt z hydrolizowanymi substratami posłużyły do rozwiązań modelowych dotyczących substratów drobnoziarnistych w czasie „trawienia” tlenowego i beztlenowego. Spadek aktywności glikozydaz jest związany z gromadzeniem materiału polisacharydowego w EPS. Dodawanie enzymów do hydrolizowanych substancji w ściekach znacznie poprawia efektywność procesu, głównie lipaz. Jednakże, w ogólnym bilansie ze względu na skład ścieków, bogatych w białka i węglowodany, proteazy i glikozydazy odgrywają zasadniczą rolę w procesie oczyszczania ścieków.
 1.3. Fermentacje węglowodanów
Organizmy fermentacyjne są substratowo bardzo wszechstronne i stanowią pierwszą część beztlenowego łańcucha pokarmowego. Polimery, takie jak polisacharydy (celuloza, sacharoza, skrobia, chityna, mannany, ksylany, chitozan, mureina, dekstran, laminaryna), białka, DNA i lipidy są atakowane przez enzymy zewnątrzkomórkowe i rozbijane na mniejsze jednostki, które są pobierane przez liczne mikroorganizmy fermentacyjne. Monomery poddawane fermentacjom obejmują cukry (heksozy, pentozy), poliole, kwasy organiczne, długołańcuchowe kwasy tłuszczowe, aminokwasy, puryny i pirymidyny. Oprócz tych klasycznych substratów, są również fermentowane takie substraty, jak cytrynian, glioksalan, bursztynian, szczawian i malonian. Nawet związki aromatyczne resorcynol i floroglucynol są fermentowane przez pojedyncze szczepy. W ostatnich latach stwierdzono możliwości fermentacji węglowodorów aromatycznych w hodowlach czystych szczepów, ale efektywniej zachodzi ona z zastosowaniem konsorcjów wielu mikroorganizmów. W ściekach pochodzących z bioprzemysłu (szeroko pojęty przemysł spożywczy) znajdują się znaczące ilości węglowodanów, głównie skrobia, sacharoza oraz cukry proste (heksozy i pentozy). Pewne ilości tych węglowodanów znajdują się w ściekach komunalnych.
 Pierwszy etap fermentacji glikolitycznych to powstawanie pirogronianu, u większości bakterii przebiega według szlaku EMP (szlak Embdena–Meyerhofa–Parnasa), szlaku HMP (szlak heksozomonofosforanowy), szlaku PP (szlak pentozofosforanowy, szlak Warburga–Dickensa–Horeckera), a niektóre bakterie degradują szlakiem ED (Endnera–Doudoroffa). Kluczowy metabolit, jakim jest kwas pirogronowy, ulega kolejnym przemianom w procesie różnych fermentacji z udziałem różnych bakterii (Rys. 1.1).
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 Rys. 1.1. Schemat mikrobiologicznej degradacji węglowodanów w warunkach beztlenowych do metanu i ditlenku węgla
 Wyróżnia się następujące typy fermentacji glikolitycznych, nazywanych od głównych produktów oraz dwie fermentacje nieglikolityczne:
 1)  fermentacja alkoholowa, prowadzona przez drożdże Sacharomyces cerevisiae lub bakterie Zymomonas mobilis, przebiega zgodnie ze schematem reakcji:
 glukoza → etanol + CO2
 2)  fermentacja homomlekowa, prowadzona przez liczne gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus, gdzie kwas pirogronowy zostaje zredukowany do kwasu mlekowego, zgodnie ze schematem reakcji:
 glukoza → 2 cz. mleczanu
 3)  fermentacja heteromlekowa, prowadzona głównie przez Leuconostoc mesenteroides oraz liczne bakterie z Lactobacillus, gdzie kwas pirogronowy jest fermentowany do kwasu mlekowego, etanolu i CO2, zgodnie ze schemtem reakcji:
 glukoza → mleczan + etanol + CO2
 4)  fermentacja kwasów mieszanych, prowadzona przez gatunki z rodzaju Salmonella, Escherichia, Citrobacter, Shigella i Proteus
 glukoza → etanol + mleczan + octan + bursztynian + mrówczan + CO2 + H2
 5)  fermentacja butanodiolowa, prowadzona przez gatunki z rodzaju Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Erwinia i Hafnia
 glukoza → etanol + butanodiol + mleczan + mrówczan + CO2 + H2
 6)  fermentacja masłowa, prowadzona przez niektóre gatunki bakterii jak Clostridium butyricum, Clostridium pasteurianum, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium pectinovorum, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium limosum, Bacteroides melaninogenicus, Treponema phagedenis, Sarcina sp., Butyribacterium sp., Fusobacterium sp., Megasphaera sp., gdzie glukoza jest fermentowana do kwasu masłowego, ditlenku węgla i wodoru, zgodnie ze schematem reakcji:
 glukoza → kwas masłowy + 2 CO2 + 2 H2
 7)  fermentacja aceto-butanolowa, prowadzona przez Clostridium acetobutylicum, zgodnie ze schematem reakcji:
 2 cz. glukozy → C4H9OH + (CH3)2CO + H2 + CO2
 8)  fermentacja homooctowa, prowadzona przez kilka gatunków bakterii, w tym Moorella thermoacetica i Acetobacterium woodii, zgodnie ze schematem reakcji:
 glukoza → 3 cz. octanu
 Dwie cząsteczki octanu powstają w procesie fermentacji glukozy, trzecia cząsteczka octanu jest syntetyzowana w procesie redukcji ditlenku węgla do acetylo-CoA lub szlakiem Wood–Ljungdahla.
 9)  nieglikolityczna fermentacja propionowa, prowadzona przez gatunki należące do rodzaju Propionibacterium freundreichii, P. jansenii, P. shermanii, P. acnes, P. acidi-propionici, Prevotella ruminicola, Clostridium propionicum, Veilonella alcalescens, V. parvula, Selenomonas ruminantium, S. sputigena, Bacteroides ruminicola, B. fragilis, Megasphaera elsdenii, Micromonospora sp., Propionigenum modestum, Salmonella enterica subsp. typhimurium, Roseburia inulinivorans
 3 cz. mleczanu → 2 cz. propionianu + octan + CO2 + H2O
 10) nieglikolityczna fermentacja metanowa prowadzona przez wyspecjalizowaną grupę archeonów metanogennych, z produkcją metanu i ditlenku węgla z takich substratów, jak octan (acetotroficzne) lub w procesie redukcji ditlenku węgla wodorem (hydrogenotroficzne).
 1.4. Fermentacja białek
Białka są biologicznymi makromolekułami rozpuszczalnymi albo nierozpuszczalnymi w wodzie (sierść, włosy, paznokcie, kopyta). Są naturalnymi polimerami zbudowanymi z aminokwasów połączonych ze sobą wiązaniem peptydowym. W środowisku kwaśnym lub w obecności enzymów białka rozpuszczalne w wodzie są strącane. Białka są hydrolizowane przez pozakomórkowe enzymy zwane proteazami do takich składników, jak: polipeptydy, oligopeptydy, dipeptydy i aminokwasy. W przeciwieństwie do hydrolizy węglowodanów, zachodzącej w środowisku słabo kwaśnym, optymalna hydroliza białek zachodzi przy pH słabo zasadowym. Aminokwasy różnią się znacząco wielkością i strukturą i są fermentowane różnymi szlakami metabolicznymi do różnych produktów w zależności od rodzaju i stężenia aminokwasów obecnych w ściekach. Produkty te obejmują różne związki organiczne, głównie kwasy organiczne krótkołańcuchowe i rozgałęzione, amoniak, ditlenek węgla oraz niewielkie ilości wodoru i związków zawierających siarkę. Fermentacja aminokwasów nie zmienia pH środowiska, a jest to związane z wydzielaniem amoniaku. Dezaminacja aminokwasów w procesie acetogenezy zachodzi przy niskim ciśnieniu parcjalnym wodoru, podobnie jak degradacja węglowodanów. Jest to związane z faktem, że Clostridia prowadzą reakcję utleniania i redukcji via reakcja Sticklanda.
 Istnieje główna różnica między degradacją białek w żołądku krowy a degradacją w beztlenowym fermentorze. Na przykład w żołądku głównym substratem są węglowodany fermentowane do prostych lotnych kwasów tłuszczowych, białka degradowane do aminokwasów nie są źródłem energii koniecznej do wzrostu. W beztlenowych bioreaktorach dominuje aktywność bakterii proteolitycznych z powodu wysokiej zawartości białek w ściekach, związanej z tworzeniem energii. Są to głównie beztlenowe Gram-dodatnie bakterie należące do rodzaju Clostridium, które odgrywają dominującą rolę w hydrolizie białek i fermentacji aminokwasów.
 Istnieją zasadniczo dwie drogi, w których aminokwasy w warunkach beztlenowych mogą ulec degradacji:
 1) pary aminokwasów mogą być degradowane przez bakterie w reakcji Sticklanda;
 2) pojedyncze aminokwasy mogą być fermentowane w procesie wymagającym obecności bakterii wykorzystujących wodór jako źródło energii.
 Reakcja Sticklanda jest wspólna dla rozkładu pewnych aminokwasów. Zwykle w reakcji biorą udział dwa aminokwasy – jeden działa jak donor elektronów (cząsteczka produktu zawiera o jeden atom węgla mniej niż cząsteczka oryginalnego aminokwasu, ulega także dezaminacji), a drugi działa jako akceptor elektronów (cząsteczka produktu ma taką samą liczbę atomów węgla jak cząsteczka pierwotnego aminokwasu, też ulega dezaminacji). Niektóre aminokwasy mogą służyć jako zarówno donor elektronów, jak i akceptor elektronów (na przykład leucyna). Reakcja Sticklanda jest najprostszym sposobem fermentacji aminokwasów i dostarcza komórkom około 0,5 mola ATP na mol transformowanego aminokwasu. Rozkład aminokwasów w parach w reakcjach Sticklanda zachodzi szybko w porównaniu z rozkładem aminokwasowym poza reakcją Sticklanda. Niektóre z tych obligatoryjnych beztlenowców nie wykorzystują glukozy jako źródła węgla, ale fermentują aminokwasy (Rys. 1.2).
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 Rys. 1.2. Schemat mikrobiologicznej degradacji białek w warunkach beztlenowych
 Na podstawie udziału w reakcjach Sticklanda lub nie, na podstawie prac Mead (1971) i McInerney (1988) bakterie degradujące białka zostały podzielone na pięć grup (I–V). Bakterie grupy I są organizmami prowadzącymi fermentacje aminokwasów via reakcje Sticklanda. Wszystkie te organizmy wykorzystują prolinę i wytwarzają δ-aminowalerianian, α-aminomaślan lub γ-aminomaślan jako związki pośrednie w procesie fermentacji. Aminokwasy, które powszechnie wchodzą w reakcje Sticklanda, obejmują prolinę, serynę, argininę, ornitynę, glicynę, leucynę, izoleucynę, walinę, serynę, lizynę, alaninę, cysteinę, metioninę, asparaginian, treoninę, fenyloalaninę, tyrozynę i tryptofan (Tabela 1.1). Wśród bakterii należących do rodzaju Clostridium, reakcje Sticklanda prowadzą następujące gatunki bakterii (grupa I): C. bifermentans, C. sordellii, C. botulinum typ A, B, F, C. caloritolerans, C. sporogenes, C. cochlearium – 1 szczep, C. difﬁcile, C. putriﬁcum, C. sticklandii, C. ghoni, C. mangenotii, C. scatologenes, C. lituseburense, C. aerofoetidum, C. butyricum, C. caproicum, C. carnofoetidum, C. indolicum, C. mitelmanii, C. saprotoxicum, C. valerianicum (De Vladar 2012).
 Tabela 1.1. Aminokwasy włączone w fermentacje Sticklanda u Clostridium spp.
 	Donor elektronów
 (reduktor)
 	Akceptor elektronów
 (utleniacz)
 	Donor lub akceptor w zależności od partnera
 
	Alanina
 Walina
 Seryna
 Izoleucyna
 Treonina
 Kwas glutaminowy
 Histydyna
 Cysteina
 Metionina
 Lizyna
	 Glicyna
 Kwas asparaginowy
 Prolina
  	 Leucyna
 Fenyloalanina
 Tyrozyna
 Tryptofan
 Arginina
 

Fermentacja aminokwasów prowadzona przez Clostridium jest dwuetapowa (McInerney 1988) (Rys. 1.3). (A) Donorem elektronów jest aminokwas o wyższym stopniu utlenienia ulegający oksydatywnej dezaminacji prowadzącej do powstania α-ketokwasu, jonu amonowego oraz dwóch protonów i dwóch elektronów. Na przykład, jeśli R1 oznacza grupę metylową (–CH3), to aminokwasem będącym donorem elektronów jest alanina, a produktem utleniania dezaminacyjnego jest pirogronian, centralny związek w metabolizmie, który może ulec dekarboksylacji i jednoczesnej fosforylacji, w efekcie powstaje acetylofosforan. (B) Akceptorem elektronów jest aminokwas, który po dezaminacji i redukcji staje się kwasem karboksylowym. Jeśli R2 jest atomem wodoru, to aminokwasem akceptorowym jest glicyna, produktem octan. (C) Nieorganiczny fosforan może być przyczepiony na końcu karboksylowym, tworząc acetylofosforan, który jest substratem do produkcji ATP, obydwa związki ufosforyzowane (A i B) są substratami do syntezy ATP z ADP. Naturalnie u Clostridium spp. wszystkie te reakcje zachodzą przy pomocy odpowiednich enzymów: hydrogenaz (donory elektronów) i reduktaz (akceptory elektronów). Synteza ATP jest katalizowana przez kinazy. Jednak w systemach bakterii chemolitoautroficznych, acetylofosforan jest realnym nośnikiem energii. Aminokwasy o najwyższej wydajności energetycznej (głównie alanina, glicyna, kwas asparaginowy i walina) mogą tworzyć cztery pary w reakcji Sticklanda: alanina + glicyna, alanina + kwas asparaginowy, walina + glicyna i walina + kwas asparaginowy.
 Pozostałe bakterie nieprowadzące reakcji Sticklanda, ale uczestniczące w procesie fermentacji aminokwasów, są zebrane w grupie II, III, IV i V. Należą do nich głównie obligatoryjnie tworzące spory gatunki Clostridium i niektóre niesporujące obligatoryjne beztlenowce, jak Peptostreptococcus spp. Inne organizmy, które również degradują aminokwasy, obejmują gatunki Campylobacter sp., Acidaminococcus fermentans, Acidaminobacter hydrogenoformans,
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 Rys. 1.3. Przemiany metaboliczne aminokwasów
 Megasphaera elsdenii, Eubacterium acidaminophilum i niektóre bakterie redukujące siarczany(VI). Bakterie grupy II stanowią C. botulinum typu C, C. histolyticum, C. cochlearium – jeden szczep, C. subterminale, które wykorzystują glicynę, a niektóre gatunki również wykorzystują argininę, histydynę i lizynę. Wśród bakterii grupy III wszystkie cztery gatunki: C. tetani, C. limosum, C. malenomenatum, C. perfringens wykorzystują histydynę, serynę i glutaminian, a niektóre gatunki również wykorzystują argininę, asparaginian, treoninę, tyrozynę i tryptofan. Bakterie grupy IV obejmują tylko szczepy gatunku C. putrefaciens, który fermentuje serynę i treoninę. Bakterie grupy V obejmują tylko gatunek C. propionicum, który fermentuje alaninę, serynę, treoninę i cysteinę. Żadna z tych bakterii, które występują w reakcji Sticklanda, nie produkuje δ-aminowaleranianu. W warunkach mieszanej hodowli różnych gatunków bakterii, gdzie występuje mieszanina aminokwasów, niesprzężona degradacja aminokwasów (brak reakcji Sticklanda) występuje tylko wtedy, gdy występuje niedobór aminokwasów, które mogą odgrywać rolę akceptora elektronów. W przypadku białek, takich jak kazeina, albumina i żelatyna, stanowią one mniej niż 10% wszystkich aminokwasów fermentowanych. To wskazuje, że aminokwasy są fermentowane preferencyjnie przez reakcje Sticklanda podczas beztlenowego „trawienia” białka, zawartego w ściekach. Reakcje stechiometryczne do fermentacji różnych aminokwasów przedstawiono poniżej.
 Reakcje kataboliczne w procesie fermentacji aminokwasów głównie przez gatunki Clostridium (Ramsay i Pullammanappallil 2001, za zgodą Springer Nature i CCC):
 1. C6H13NO2 (Leu) + 2 H2O → C5H10O2 (3-metylomaślan) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 2. C6H13NO2 (Leu) + H2 → C6H12O2 (4-metylowalerianian) + NH3
 (S/R)
 3. C6H13NO2 (Ile) + 2 H2O → C5H10O2 (2-metylomaślan) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 4. C5H11NO2 (Val) + 2 H2O → C4H8O2 (2-metylopropionian) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 5. C9H11NO2 (Phe) + 2 H2O → C8H8O2 (fenylooctan) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 6. C9H11NO2 (Phe) + H2 → C9H10O2 (fenylopropionian) + NH3
 (S/R)
 7. C9H11NO2 (Phe) + 2 H2O → C6H6 (benzen) + C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + H2 + ATP
 (N/S)
 8. C9H11NO3 (Tyr) + 2 H2O → C8H8O3 (hydroksyfenylooctan) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 9. C9H11NO3 (Tyr) + H2 → C9H10O3 (hydroksyfenylopropionian) + NH3
 (S/R)
 10. C9H11O3N (Tyr) + 2 H2O → C6H6O (krezol) + C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + H2 + ATP
 (S/O)
 11. C11H12N2O2 (Trp) + 2 H2O → C10H9NO2 (indolooctan) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 12. C11H12N2O2 (Trp) + H2 → C11H11NO2 (indolopropionian) + NH3
 (S/R)
 13. C11H12N2O2 (Trp) + 2 H2O → C8H7N (indol) + C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + H2 + ATP
 (N/S)
 14. C2H5NO2 (Gly) + H2 → C2H4O2 (octan) + NH3
 (S/R)
 15. C2H5NO2 (Gly) + ½ H2O → ¾ C2H4O2 (octan) + NH3 + ½ CO2 + ¼ ATP
 (N/S)
 16. C3H7NO2 (Ala) + 2 H2O → C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + 2 H2 + ATP
 (S/O)
 17. C3H7NO2S (Cys) + 2 H2O → C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + H2S + H2 + ATP
 (S/O)
 18. C5H11NO2S (Met) + 2 H2O → C3H6O2 (propionian) + CO2 + NH3 + CH4S + H2 + ATP
 (S/O)
 19. C3H7NO3 (Ser) + H2O → C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + H2 + ATP
 (inne)
 20. C4H9NO3 (Thr) + H2O → C3H6O2 (propionian) + NH3 + CO2 + H2 + ATP
 (N/S)
 21. C4H9NO3 (Thr) + H2 → C2H4O2 (octan) + ½ C4H8O2 (maślan) + NH3 + ATP
 (S/R)
 22. C4H7NO4 (Asp) + 2 H2O → C2H4O2 (octan) + NH3 + 2 CO2 + 2 H2 + 2 ATP
 (inne)
 23. C5H9NO4 (Glu) + H2O → C2H4O2 (octan) + ½ C4H8O2 (maślan) + NH3 + CO2 + 2 ATP
 (S/O)
 24. C5H9NO4 (Glu) + 2 H2O → 2 C2H4O2 (octan) + NH3 + CO2 + H2 + 2 ATP
 (N/S)
 25. C6H9N3O2 (His) + 4 H2O → CH3NO (formamid) + C2H4O2 (octan) + ½ C4H8O2 (maślan) + 2 NH3 + CO2 + 2 ATP
 (S/O)
 26. C6H9N3O2 (His) + 5 H2O → CH3NO (formamid) + 2 C2H4O2 (octan) + 2 NH3 + CO2 + H2 + 2 ATP
 (N/S)
 27. C6H14N4O2 (Arg) + 6 H2O → 2 C2H4O2 (octan) + 4 NH3 + 2 CO2 + 3 H2 + 2 ATP
 (S/O*)
 28. C6H14N4O2 (Arg) + 3 H2O + H2 → ½ C2H4O2 (octan) + ½ C3H6O2 (propionian) + ½ C5H10O2 (walerianian) + 4 NH3 + CO2 + ATP
 (S/R*)
 29. C5H9NO2 (Pro) + H2O + H2 → ½ C2H4O2 (octan) + ½ C3H6O2 (propionian) + ½ C5H10O2 (walerianian) + NH3
 (S/O)
 30. C6H14N2O2 (Lys) + 2 H2O → C2H4O2 (octan) + C4H8O2 (maślan) + 2 NH3 + ATP
 (inne)
*ornityna jest związkiem pośrednim, redukowanym lub utlenionym w procesie fermentacji argininy; S/O – utlenianie w reakcji Sticklanda; S/R – redukcja w reakcji Sticklanda; N/S – reakcja nie-Sticklanda.
 Reakcje te obejmują najczęściej opisane w literaturze szlaki degradacji, ale nie obejmują szlaków niektórych specjalistycznych bakterii, takich jak C. propionicum. W wielu przypadkach, aminokwasy ulegają rozkładowi w więcej niż jednym szlaku. Wszystkie podane reakcje zostały wcześniej opisane jako reakcje Sticklanda lub reakcje nie-Sticklanda. Pięć aminokwasów uczestniczących w reakcjach Sticklanda może odgrywać rolę zarówno donora, jak i akceptora elektronów. Dla tych aminokwasów, reakcje zostały opisane jako reakcje utleniania i redukcji.
 1.5. Beztlenowa degradacja tłuszczów i lipidów
Lipidy można podzielić na (He i wsp. 2016):
 I Lipidy proste: estry kwasów tłuszczowych z różnymi alkoholami.
 1. Tłuszcze właściwe: estry kwasów tłuszczowych z glicerolem.
 2. Woski: estry kwasów tłuszczowych z alkoholami wyższymi od glicerolu.
 II Lipidy złożone: estry zawierające dodatkowe grupy.
 1. Fosfolipidy: estry lub amidy zawierające resztę ortofosforanu, często również zasadę azotową lub inne składniki.
 2. Glikolipidy: amidy wyższych kwasów tłuszczowych z alkoholem, zawierające węglowodany, w których obecny jest azot, lecz brak ortofosforanu:
 a) cerebrozydy,
 b) gangliozydy.
 Tłuszcze i lipidy to grupa biopolimerów, która w sposób istotny zwiększa ChZT (chemiczne zapotrzebowanie tlenu) w ściekach, odchodach krów i świń, a także w wielu procesach bioprzemysłu, np. w ubojniach czy w zakładach produkcji chipsów ziemniaczanych. Do hydrolizy stałych tłuszczów, lipidów lub olejów są konieczne lipazy lub fosfolipazy. W procesie hydrolizy tłuszczów neutralnych powstaje glicerol oraz nasycone i nienasycone kwasy tłuszczowe (palmitynowy, linolowy, linolenowy, stearynowy i inne). Hydroliza fosfolipidów (cholina, inozytol) prowadzi do tworzenia kwasów tłuszczowych, glicerolu i alkoholi oraz fosforanów. Hydroliza glikolipidów prowadzi do produkcji kwasów tłuszczowych, aminoalkoholi oraz cukrów (glukoza i galaktoza). Wreszcie hydroliza sfingolipidów (sfingozyna) prowadzi do wydzielania kwasów tłuszczowych i aminoalkoholi. Wszystkie proste związki, takie jak glicerol i cukry, są degradowane do metanu i ditlenku węgla przy udziale bakterii fermentacyjnych i archeonów metanogennych lub w procesach syntroficznych z udziałem bakterii fermentujących, octogennych i metanogennych. Kwasy tłuszczowe długołańcuchowe są degradowane przez bakterie octogenne w procesie zwanym β-oksydacją do octanu i wodoru cząsteczkowego. Kwasy tłuszczowe o nieparzystej liczbie atomów węgla są degradowane do octanu, propionianu, wodoru, natomiast kwasy o parzystej liczbie atomów węgla do octanu i wodoru. Metanol, etanol i amoniak są tworzone w procesie hydrolizy choliny. Po hydrolizie, fermentacji i acetogenezie produkty degradacji, takie jak octan, wodór i CO2, w procesach metabolicznych archeonów metanogennych są konwertowane do metanu. Wszystkie następcze reakcje są prowadzone w przestrzeniach komórkowych, z wyjątkiem początkowych reakcji hydrolizy z udziałem lipaz (Rys. 1.4).
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 Rys. 1.4. Schemat mikrobiologicznej degradacji tłuszczów i lipidów w warunkach beztlenowych
 1.6. Metagenomy bakterii fermentujących ścieki
Analizowano 38 próbek pobranych z 29 beztlenowych fermentorów ścieków, pracujących w skali przemysłowej i produkujących biogaz (De Vrieze i wsp. 2015). Skład ścieków był następujący: całkowite stężenie jonów amonowych wynosiło od 128 do 6427 mg N/l, wolny amoniak od 2 do 1460 mg N/l, całkowita ilość lotnych kwasów tłuszczowych od 0 do 36,8 g ChZT/l i pH od 7,1 do 8,52. Dominowały bakterie należące do trzech typów: Firmicutes, Bacteroidetes i Proteobacteria. W typie Firmicutes bakterie należące do Bacillales, Clostridiales i Lactobacillales stanowiły 92,2±7,2 % wszystkich sekwencji. W typie Bacteroidetes dominowały bakterie należące do rzędu Bacteroidales (96,0±12,7%). Bakterie z Clostridiales i Bacteroidales są wykrywane w każdej próbie. Brak jest dominacji jakiejkolwiek grupy bakterii w randze rzędu należących do Proteobacteria, z pewną częstością w większości prób stwierdzano bakterie należące do Pseudomonadales. Pozostałe bakterie należące do następujących rzędów: Acidimicrobiales, Actinomycetales, Flavobacteriales, Ignavibacteriales, Anaerolineales, Natranaerobiales, Erysipelotrichales, Nitrospirales, Burkholderiales, Desulfuromonadales, Syntrophobacterales, Alteromonadales, Xanthomonadales, Synergistales, Acholeplasmatales, Thermotogales, Pedosphaerales, Cloacimonadales pojawiają się z pewną częstością i nie we wszystkich próbach.
 1.7. Produkcja metanu
W procesie beztlenowego rozkładu materii organicznej prowadzonego w fermentorach beztlenowych przez populacje mikroorganizmów można wyróżnić cztery fazy: hydrolizy, acidogenezy, syntroficznej acetogenezy i metanogenezy (Venkiteshwaran i wsp. 2015). Każdy z tych kolejnych procesów prowadzi odmienna grupa mikroorganizmów, przy czym ważne jest utrzymanie równowagi między szybkością reakcji w czterech kolejnych fazach w celu zapewnienia stabilnego procesu beztlenowego rozkładu substancji organicznych (Rys. 1.5).
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 Rys. 1.5. Schemat beztlenowej mikrobiologicznej degradacji polimerycznej materii organicznej do metanu i ditlenku węgla
 (1) W fazie hydrolizy substancje polimeryczne, które nie mogą być bezpośrednio transportowane przez błonę komórkową mikroorganizmów, takie jak polisacharydy, lipidy i białka, są hydrolizowane przez hydrolazy wydzielane przez bakterie zwane hydrolitycznymi. Pozakomórkowe enzymy hydrolityczne bakterii obejmują celulazy, ksylanazy, pektynazy, amylazy, lipazy i proteazy. Etap hydrolizy „rozpuszcza” polimery do monomerów lub oligomerów, takich jak glukoza i celobioza z celulozy, ksyloza z hemicelulozy, aminokwasy z białek, kwasy tłuszczowe i gliceryna z lipidów. Bakterie hydrolityczne jako grupa mikroorganizmów są różnorodne filogenetycznie, ale dwa typy, Firmicutes i Bacteroidetes, zawierają największą liczbę gatunków bakterii hydrolitycznych. W hodowlach beztlenowych znaleziono wiele gatunków bakterii hydrolitycznych, należących do rodzaju: Acetivibrio, Clostridium, Bacteroides i Thermotoga (w grupie Thermotogae) i wiele innych. Bakterie hydrolityczne wykazują szybki wzrost i są mniej wrażliwe na zmiany warunków środowiskowych, takich jak pH i temperatura. Z wyjątkiem trudno degradowalnych substratów, takich jak lignoceluloza, faza hydrolizy nie jest ograniczeniem szybkości „trawienia” materii organicznej. Wszystkie bakterie hydrolityczne w fermentacji beztlenowej mogą wykorzystywać produkty hydrolizy jako substraty do wzrostu, głównie drogą fermentacji, do wytwarzania lotnych kwasów tłuszczowych (VFA).
 (2) Acidogeneza jest zasadniczą fazą fermentacji, w której produkty hydrolizy są fermentowane do lotnych kwasów tłuszczowych (VFA) a octan, propionian, maślan, walerianian i izomaślan jako główne VFA. W czasie acidogenezy są także produkowane ditlenek węgla, wodór i amoniak. Acidogeny obejmują bakterie hydrolizujące i bakterie fermentacyjne, które nie wytwarzają pozakomórkowych hydrolaz. Do grupy acidogenów są zaliczane różne gatunki bakterii należące do typu Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria i OP9. Niehydrolityczne acidogeny należą do Bifidobacterium (typ Actinobacteria), Lactobacillus (rodzina Lactobacillaceae z Firmicutes), Anaerolinaceae (rodzina z Chloroflexi) i kilka termofilnych bakterii z typu Thermotogae. Acidogeneza przebiega na ogół szybko i może powodować kumulację lotnych kwasów tłuszczowych i ostry spadek pH, gdy do fermentorów są podawane łatwo degradowalne związki organiczne, takie jak ścieki mleczarskie (serwatka). Kumulacja lotnych kwasów tłuszczowych może powodować hamowanie dalszych etapów „trawienia” substancji organicznych, dlatego pożądane są systemy wczesnego ostrzegania o gromadzeniu się lotnych kwasów tłuszczowych lub prowadzenie kolejnych dwóch etapów w drugim bioreaktorze po neutralizacji kwaśnych odpływów z pierwszego reaktora. Chociaż niektóre produkty końcowe z hydrolizy i acidogenezy, takie jak octan, H2 i CO2, mogą być bezpośrednio wykorzystywane przez metanogeny do produkcji biogazu, inne związki pośrednie, takie jak lotne kwasy tłuszczowe, propionian, maślan, izomaślan, walerianian, izowalerianian, pentanian, etanol, aminokwasy, oraz rozgałęzione łańcuchy kwasów tłuszczowych i długołańcuchowe kwasy tłuszczowe, nie mogą być wykorzystywane przez metanogeny i muszą być dalej degradowane i przekształcane do substratów następnego etapu, metanogenezy (Detman i wsp. 2017, 2018; Bucha i wsp. 2018). Kwas propionowy i masłowy są kluczowymi produktami pośrednimi w mineralizacji kompleksowej materii organicznej. Kompletne utlenienie propionianu i maślanu dostarcza od 20 do 43% wytworzonego metanu, w zależności od typu fermentora oraz składu organicznego ścieków.
 (3) Synergistyczna acetogeneza jest trzecim etapem, w którym wyżej wymienione produkty pośrednie są dalej rozkładane/utleniane do octanu, H2 i CO2. Syntroficzne utlenianie propionianu jest szczególnie ważne, ponieważ prawie 30% elektronów wytwarzanych z substratów polimerycznych przepływa przez propionian podczas „trawienia” beztlenowego.
 propionian + 3 H2O → octan + HCO3- + H+ + 3 H2
 G′ = + 76 kJ
 propionian + 2 HCO3- → octan + H+ + mrówczan
 G′ = + 72 kJ
 maślan + 2 H2O → 2 cz. octanu + H+ + 2 H2
 G′ = + 48 kJ
 maślan + 2 HCO3- → 2 cz. octanu + H+ + 2 cz. mrówczanu + 3 H2O
 G′ = + 46 kJ
 Większość średnio- i długołańcuchowych kwasów tłuszczowych powstała w wyniku hydrolizy lipidów także utlenia się do octanu, H2 i CO2 poprzez syntroficzną acetogenezę. Syntroficzna acetogeneza jest niekorzystna termodynamicznie, chyba że ciśnienie parcjalne H2 utrzymuje się poniżej 10−4 atmosfery.
 W fermentorach beztlenowych metanogeny hydrogenotroficzne żyją w pewnej bliskości syntroficznych acetogenów wydzielających wodór (Tabela 1.2). Ten związek syntroficzny sprawia, że syntroficzna acetogeneza jest termodynamicznie wykonalna (Stams i wsp. 2012). Syntrofia, która opiera się na przeniesieniu wodoru z mikroorganizmów wytwarzających wodór na mikroorganizmy konsumujące wodór, jest nazywana międzygatunkowym transferem wodoru. Syntroficzne acetogeny izolowane w fermentorach obejmują gatunki z rodzajów Smithllela, Syntrophobacter i Pelotomaculum do utleniania propionianu oraz w rodzajach Syntrophus i Syntrophomonas do utleniania maślanu i długołańcuchowych kwasów tłuszczowych. Bakterie, takie jak Methanobacterium suboxydans, uczestniczą w transformacji pentanianu do propionianu. Także dwa termofilne gatunki syntroficzne, Desulfotomaculum thermobenzoicum subsp. thermobenzoicum i Desulfovibrio sp., w warunkach beztlenowych utlenia propionian i wykorzystuje siarczany jako akceptory elektronów, redukując je do siarkowodoru. W wyniku acetogenezy uwalnia się wodór, który wywiera działanie toksyczne na mikroorganizmy, które przeprowadzają ten proces. Dlatego konieczna jest symbioza między bakteriami acetogennymi i autotroficznymi bakteriami metanowymi przy wykorzystywaniu wyprodukowanego wodoru, określanego tutaj jako syntrofia. Acetogeneza to faza, która warunkuje efektywność produkcji biogazu, ponieważ w procesie redukcji octanu powstaje około 70% metanu. W rezultacie octan jest kluczowym produktem pośrednim w procesie tworzenia metanu. W fazie acetogenezy w procesie rozkładu substancji powstaje około 25% octanu i około 11% wodoru. Syntroficzna acetogeneza jest bardzo ważnym etapem w utrzymaniu stabilnej i silnej operacji beztlenowego „trawienia” materii organicznej, ponieważ niektóre z wyżej wymienionych lotnych kwasów tłuszczowych (VFA), a zwłaszcza propionian, jest silnym inhibitorem aktywności metabolicznej archeonów metanogennych, nawet przy pH neutralnym. Badania nad acetogenami syntroficznymi są trudne, ponieważ nie można ich hodować samodzielnie. Genomika i metagenomika dostarczyły nowych możliwości dalszej analizy tej ważnej grupy bakterii w fermentach beztlenowych i innych siedliskach metanogennych (Tabela 1.3).
 Tabela 1.2. Lista syntrofów izolowanych z bioreaktorów (skale laboratoryjne i/lub techniczne) w procesie oczyszczania różnych ścieków
 	Syntroficzna bakteria
 	Syntroficzny partner
 	Substraty w kokulturze
 	Źródło
 	Literatura
 
	Syntrophobacter fumaroxidans
 	Methanospirillum hungatei
 	C3
 	Osad granularny UASB
 	Harmsen i wsp. 1998
 
	Syntrophobacter pfennigii
 	Methanospirillum hungatei
 	C3
 	Beztlenowy osad oczyszczalnia
 	Wallrabenstein i wsp. 1995
 
	Syntrophobacter sulfatireducens
 	Methanospirillum hungatei
 	C3
 	Osad granularny UASB
 	Chen i wsp. 2005
 
	Syntrophobacter wolinii
 	Methanospirillum hungatei
 	C3
 	Beztlenowy osad z fermentora
 	Boone i Bryant 1980
 
	Syntrophomonas erecta
 	Methanospirillum hungatei
 	C4–C8
 	Osad granularny UASB
 	Zhang et al. 2005
 
	Syntrophomonas palmitatica
 	Methanospirillum hungatei
 	C4–C18
 	Osad granularny UASB
 	Hatamoto i wsp. 2007
 
	Syntrophomonas sapovorans
 	Methanospirillum hungatei
 	C4–C18, C16:1, C18:1, C18:2
 	Osad beztlenowy
 	Roy et al. 1986
 Zhang et al. 2005
 
	Syntrophomonas saponavida
 	Methanospirillum hungatei
 Desulfovibrio sp.
 	C4–C18
 	Osad beztlenowy
 	Lorowitz i wsp. 1989
 Wu i wsp. 2007
 
	Syntrophomonas wolfei
 	Methanospirillum hungatei
 Desulfovibrio sp.
 	C4–C8
 	Osad z fermentora
 	McInerney et al.
 Zhang et al.
 
	Syntrophomonas curvata
 	Methanobacterium formicicum
 	C4–C18, C18:1
 	Osad granularny UASB
 	Zhang i wsp. 2005
 
	Syntrophomonas zehnderi
 	Methanobacterium formicicum
 	C4–C18, C16:1, C18:1, C18:2
 	Osad beztlenowy EGSB
 	Sousa i wsp. 2007
 
	Syntrophus aciditrophicus
 	Methanospirillum hungatei
 Desulfovibrio sp.
 	C4–C8, C16, C18
 	Osad czynny ścieków
 	Jackson i wsp. 1999
 
	Pelotomaculum schinkii
 	Methanospirillum hungatei
 	C3
 	Osad granularny UASB
 	de Bok i wsp. 2008
 
	Pelotomaculum propionicicum
 	Methanospirillum hungatei
 	C3
 	Osad granularny mezofilny UASB
 	Imachi i wsp. 2007
 
	Pelotomaculum thermopropionicum
 	Methanothermobacter thermautotrophicus
 	C3
 	Osad granularny termofilny UASB
 	Imachi i wsp. 2002
 
	Smithella propionica
 	Methanospirillum hungatei
 	C3, C4
 	Osad granularny UASB
 	Liu i wsp. 1999
 
	Desulfotomaculum thermobenzoicum thermosyntrophicum
 	Methanothermobacter thermautotrophicus
 	C3, C4
 	Osad granularny termofilny UASB
 	Plugge i wsp. 2002
 

Tabela 1.3. Lista bakterii octogennych występujących w środowiskach beztlenowych
 	Typ
 	Rodzaj
 	Gatunek/szczep
 
	Acidobacteria
 	Holophaga
 	H. foetida
 
	Firmicutes
 	Acetoanaerobium
 	A. ruminis, A. noterae, A. romashkovii
 
	Acetobacterium
 	A. baloi, A. carbinolicum, A. dehalogenans, A. bakii, A. fimentarium, A. malicum, A. paludosum, A. psammolithicum, A. tundrae, A. wieringae, A. woodii, Acetobacterium sp. AmMan1, Acetobacterium sp. B10, Acetobacterium sp. HA1, Acetobacterium sp. HP4, Acetobacterium sp. KoB58, Acetobacterium sp. LuPhet1, Acetobacterium sp. Lu Tria3, Acetobacterium sp. MrTael, Acetobacterium sp. OyTael, Acetobacterium sp. RMMac1, Acetobacterium sp. 69, Acetobacterium sp.
 
	Acetohalobium
 	A. arabaticum
 
	Acetonema
 	A. longum
 
	Acetitomaculum
 	A. ruminis
 
	Bryantella
 	B. formatexigens
 
	Butyribacterium
 	B. methylotrophicum
 
	Caloramator
 	C. fervidus
 
	Clostridium
 	C. aceticum, C. autoethanogenum, C. coccoides, C. coccoides 1410, C. difficile AA1, C. formicoaceticum, C. glycolicum 22, C. glycolicum RD-1, C. ljundahlii, C. magnum, C. mayombei, C. methoxybenzovorans, C. scatologenes, C. scatologenes SL1, C. ultunense, Clostridium sp. CV-AA1, Clostridium sp. M5a3, Clostridium sp. F5a15, Clostridium sp. Ag412, Clostridium sp. TLN2
 
	Eubacterium
 	E. aggregans, E. limosum 
 
	Moorella
 	M. glycerini, M. mulderi, M. thermoacetica, M. thermoautotrophica, Moorella sp. F21,
 
	Natroniella
 	N. acetigena
 
	Natronincola
 	N. histidinovorans
 
	Oxobacter
 	O. pfennigii
 
	Ruminococcus
 	R. hydrogenotrophicus, R. productus U1, R. productus Marburg, R. schinkii, Ruminococcus sp. TLF1,
 
	Sporomusa
 	S. acidovorans, S. aerivorans, S. malonica, S. ovata, S. paucivorans, S. silvacetica, S. sphaeroides, S. termitida, Sporomusa sp. DR6, Sporomusa sp. DR1/8
 
	Syntrophococcus
 	S. sucromutans
 
	Thermoacetogenium
 	T. phaeum
 
	Thermoanaerobacter
 	T. kivui
 
	Spirochaetes
 	Treponema
 	Treponema sp. ZAS-1, Treponema sp. ZAS-2
 
	Niesklasyfikowane szczepy
 	AG, AOR, CS1 Van, CS3Glu, CS7H, D, DMG58. EE121, HA, 152, S5a2, Ser8, SS1, TH-001, VK64, X-8, ZJ, 417/2, 417/5
 

(4) Ostatni etap procesu metanogenezy prowadzi wyspecjalizowana beztlenowa grupa archeonów metanogennych (Tabela 1.4). Na podstawie wykorzystywanych przez nich substratów, metanogeny można podzielić na trzy grupy (Venkiteshwaran i wsp. 2015):
 1) metanogeny acetoklastyczne, które wykorzystują reakcję acetoklastyczną w celu wytworzenia metanu i ditlenku węgla z octanu;
 2) metanogeny hydrogenotroficzne, które wykorzystują wodór do redukcji ditlenku węgla do metanu szlakiem hydrogenotroficznym;
 3) metanotrofy metylotroficzne, które produkują metan ze związków C1, takich jak metanol, metyloaminy i siarczki metylu, poprzez metanogenezę metylotroficzną.
 Tabela 1.4. Reakcje katalizowane przez metanogeny oraz standardowe zmiany wolnej energii
 	Reakcja
 	ΔG°′
 kJ /mol metanu
 
	Substraty (mol)
 	Produkty (mol)
 
	CH3COOH
 	CH4 + CO2
 	–31,0
 
	4 H2 + CO2
 	CH4 + 2 H2O
 	–135,6
 
	4 HCOOH
 	CH4 + 3 CO2 + 2 H2O
 	–130,1
 
	4 CO + 2 H2O
 	CH4 + 3 CO2
 	–211,0
 
	4 CH3OH
 	3 CH4 + CO2 + 2 H2O
 	–104,9
 
	CH3OH + H2
 	CH4 + H2O
 	–112,5
 
	2 CH3CH2OH + CO2
 	CH4 + 2 CH3COOH
 	–116,3
 
	4 2-propanol + CO2
 	CH4 + 4 aceton + 2 H2O
 	–36,5
 
	4 metyloamina + 2 H2O
 	3 CH4 + CO2 + 4 NH3
 	–75,0
 
	2 dimetyloamina + 2 H2O
 	3 CH4 + CO2 + 2 NH3
 	–73,3
 
	4 trimetyloamina + 6 H2O
 	9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3
 	–74,3
 
	2 dimetylosiarczek + 2 H2O
 	3 CH4 + CO2 + 2 H2S
 	–73,8
 

Metanogeny zostały podzielone na trzy klasy. Klasa I i Klasa II są klasyfikowane jako metanogeny hydrogenotroficzne, które wykorzystują mrówczan, H2 i CO2 i są bardzo istotne w procesie beztlenowego rozkładu związków organicznych, ze względu na zdolność wychwytywania H2 i utrzymywania parcjalnego ciśnienia wodoru na niskim poziomie (takie ciśnienie jest konieczne, aby syntroficzna acetogeneza była kontynuowana przy utlenianiu krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych).
 Typowe metanogeny hydrogenotroficzne znalezione w fermentorach beztlenowych obejmują gatunki należące do: Methanoculleus, Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanospirillum i Methanothermobacter (Venkiteshwaran i wsp. 2015; Sikora i wsp. 2017). Metanogeny klasy III mogą wykorzystywać substraty inne niż mrówczan, H2 i CO2 takie jak octan, metanol i inne związki C1. W fermentorach beztlenowych około dwóch trzecich metanu wytwarza się z octanu, a około jedna trzecia wytwarza się z H2 i CO2. W większości fermentorów beztlenowych jedynie minimalna ilość metanu jest wytwarzana z metanolu, metyloaminy lub siarczków metylowych. Metanogeny acetoklastyczne należą do rodzaju Methanosaeta, rodzaju acetoklastycznych metanogenów i Methanosarcina, rodzaju fakultatywnych acetoklastycznych metanogenów (Tabela 1.5).
 Tabela 1.5. Charakterystyki kinetyczne wśród dwóch rodzajów metanogenów (Z: Shah F.A., Mahmood Q., Shah M.M., Pervez A., Asad S.A. 2014. Microbial ecology of anaerobic digesters: The key players of anaerobiosis. Scientiﬁc World J., ID 183752, 21 pages)
 	Parametry kinetyczne
 	Methanosaeta
 	Methanosarcina
 
	Specyficzna szybkość wzrostu
 	0,20
 	0,60
 
	Powinowactwo do substratu (mg ChZT/l)
 	10–50
 	200–280
 
	NH4 (mg/l)
 	< 3,000
 	< 7,000
 
	Na (mg/l)
 	< 10,000
 	< 18,000
 
	Wzrost w zakresie pH
 	6,5–8,4
 	5–8,0
 
	Zakres temperatury (°C)
 	10–70
 	1–70
 
	Stężenie octanu (mg/l)
 	< 3,000
 	< 15,000
 

Bakterie rodzaju Methanosaeta mogą wykorzystywać tylko octan jako substrat i charakteryzują się niską specyficzną szybkością wzrostu (Umax = 0,20/doba) i wysokim powinowactwem do octanu (Ks = 10–50 mg ChZT/l), co sprawia, że rozprzestrzeniają się i dominują tam, gdzie stężenie octanu jest niskie. Methanosaeta mogą mieć formę nitkowatą i odgrywać ważną rolę w granulogenezie beztlenowych granul lub agregatów. Większość gatunków Methanosarcina może wykorzystywać H2 i CO2, metanol, metyloaminę i siarczki metylu, obok octanu. Oprócz szerokiej gamy substratów, Methanosarcina wykazują wyższą szybkość wzrostu (Umax = 0,60 /doba) i niższe powinowactwo do octanu (Ks = 200–280 mg ChZT/l), dzięki czemu Methanosarcina może zdominować Methanosaeta w fermentorach, w których stężenia octanu jest wysokie. W porównaniu z innymi bakteriami w beztlenowym rozkładzie, metanogeny rozwijają się najwolniej i są bardziej wrażliwe na zakłócenia środowiskowe, takie jak spadek pH, kumulacja lotnych kwasów tłuszczowych lub amoniaku. Pewnym wyjątkiem są szczepy Methanosarcina. Gatunki Methanosarcina są tolerancyjne wobec nagłych zmian pH około 0,8–1,0 jednostek spowodowanych obciążeniem substratem, w porównaniu do innych metanogenów, które mają tendencję do oddziaływania na wstrząsy o wartości pH wynoszącej 0,5 jednostki lub nawet mniej. Methanosarcina sp. mogą wykorzystać szlaki metanogenezy acetoklastycznej i hydrogenotroficznej, co czyni je bardziej tolerancyjnymi wobec specyficznych inhibitorów szlaku acetoklastycznego, takiego jak fluorooctan i fluorek metylu, w porównaniu z Methanosaeta sp. Tolerują wysokie stężenia całkowitego jonu amonowego do 7000 mg/l. Methanosarcina sp. mogą uzyskać stabilny wzrost przy niskim czasie zatrzymania (nawet 4 dni), wysokich obciążeniach organicznych i wysokim poziomie jonu amonowego. Gatunki Methanosaeta występują w różnych beztlenowych środowiskach, np. bioreaktorach beztlenowych, biofilmach, osadach, podmokłych polach ryżowych, zanieczyszczonych akwenach oraz granulach osadu w bioreaktorze typu UASB. Rodzaj Methanosaeta zawiera dwa gatunki: mezofilny z siedmioma szczepami Methanosaeta concilii oraz termofilny Methanosaeta thermophila z trzema szczepami. Analizy różnych osadów pobranych z różnych beztlenowych bioreaktorów wskazują, że procentowy udział Archaea w osadach wynosi od 28,1 do 78,9%, natomiast Bacteria od 26,1 do 73,5% w zależności od rodzaju oczyszczanych ścieków. Mezofilna grupa Methanosaeta jest dominantem, niezależnie od typu bioreaktora i składu oczyszczanych ścieków w warunkach beztlenowych i stanowi od 20 do 60% wśród populacji archeonów w reaktorach prowadzonych w warunkach mezofilnych.
 Alternatywny szlak produkcji metanu z octanu stwierdzono także w niektórych fermentorach beztlenowych, gdy były eksploatowane w pewnych warunkach. Szlak ten łączy syntroficzne utlenianie octanu do H2 i CO2 przez bakterie syntroficzne utleniające octan i konwersję H2 i CO2 w metan za pomocą metanogenów hydrotroficznych. Szlak ten nie jest głównym szlakiem produkcji biogazu w większości fermentorów, ponieważ bakterie syntroficzne utleniające octan nie są tak konkurencyjne, jak metanogeny acetoklastyczne. Jednakże w warunkach hamujących metanogeny acetoklastyczne, takie jak wysokie stężenie amoniaku i wysoka temperatura w hodowli, szlak ten jest ważny w produkcji biogazu. Ponadto badania wykazały, że długi czas zatrzymania hydraulicznego (HRT) i brak Methanosaeta mogą również sprzyjać przesunięciu z metanogenezy acetoklastycznej na tę alternatywną drogę.
 W sumie w procesie degradacji związków polimerycznych w warunkach beztlenowych powstaje metan a jego ilości zależą od rodzaju substratu fermentowanego (He i wsp. 2016):
 Lipidy C50H90O6 + 24,5 H2O → 34,75 CH4 + 15,25 CO2
 Węglowodany C6H10O5 + H2O→ 3 CH4 + 3 CO2
 Białka C16H24O5N4 + 14,5 H2O → 8,25 CH4 + 3,75 CO2 + 4 NH4+ + 4 HCO3−
 W Tabeli 1.6 podano przykłady dominujących rodzajów archeonów metanogennych w fermentorach biogazowni pracujących w skali przemysłowej w procesie fermentacji różnych substratów organicznych.
 Tabela 1.6. Przykłady dominujących archeonów metanogennych w fermentorach biogazowni w skali przemysłowej w procesie fermentacji różnych surowców i odpadów
 	Substrat fermentowany
 	Temp.
 (°C)
 	Czas zatrzymania
 (dni)
 	Dominujący archeon metanogenny w fermentorze
 
	Nadmierny osad komunalny
 	35–43
 51–53
 	10–30
 	Methanosaeta
 
	Różne odpady rolnicze
 	39–43
 	> 30
 	Methanosaeta
 
	Różne odpady rolnicze
 	35–45
 52–53
 	20–140
 	Methanosarcina
 
	Różne odpady rolnicze
 	35–45
 50–62
 	3–110
 	Methanoculleus
 
	Różne odpady rolnicze i frakcja organiczna stałych odpadów komunalnych
 	20–40
 50–55
 	20–80
 	Methanobacterium
 
	Różne odpady rolnicze
 	> 55
 	15–30
 	Methanothermobacter
 
	Komunalne i przemysłowe osady
 	20–40
 	> 30
 	Methanomethylovorans
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Fizykochemiczna charakterystyka ścieków
2.1. Wprowadzenie
Woda jest podstawowym związkiem chemicznym koniecznym dla zaistnienia życia, jej dostępność dla ludzi wynosi zaledwie około 1%. Globalne kryzysy wody są spowodowane gwałtownym wzrostem liczby ludności, zmianami klimatycznymi, zanieczyszczeniem środowiska, urbanizacją, uprzemysłowieniem i skażeniami istniejących zbiorników wodnych. Jakość wody słodkiej w rzekach i strumieniach jest wątpliwa, ponieważ różne ścieki oraz wiele odpadów odprowadza się bez uprzedniego oczyszczania z różnych gałęzi przemysłu, kanalizacji miejskiej i obszarów rolniczych. Jakość wód podziemnych także spada ze względu na przesiąkanie nieoczyszczonych ścieków zawierających odpady domowe oraz wydaliny ludzi i zwierząt, prowadząc do zmniejszenia różnorodności biologicznej i rosnącej liczby infekcji patogenami wodnymi u ludzi. Według WHO, około 30% wszystkich chorób i 40% zgonów na całym świecie jest spowodowane zanieczyszcze-niem wody.
 Ściekami są wody zużyte w gospodarstwach domowych oraz w różnych gałęziach działalności człowieka, w tym rolnictwa, przemysłu, a także woda deszczowa. Materia organiczna obecna w ściekach zawiera wiele związków organicznych, w tym detergenty, pestycydy, tłuszcze i oleje. Ponadto w ściekach znajdują się mikroorganizmy, w tym bakterie, wirusy i pierwotniaki; podstawowe składniki odżywcze (azot, fosfor); oraz metale i związki nieorganiczne (rtęć, ołów, kadm, nikiel i siarkowodór).
 Zgodnie z Ustawą z dnia 7 czerwca 2001 r. o zbiorowym zaopatrzeniu w wodę i zbiorowym odprowadzaniu ścieków (Dz.U. z dnia 13 lipca 2001 roku) ścieki wprowadzone do wód lub ziemi to:
 a) wody zużyte na cele bytowe lub przemysłowe;
 b) ciekłe odchody zwierzęce, z wyjątkiem gnojówki i gnojowicy przeznaczonej do rolniczego wykorzystania w sposób i na zasadach określonych w przepisach ustawy z dnia 26 lipca 2000 roku o nawozach i nawożeniu (Dz. U. Nr 89, poz. 991);
 c) wody opadowe lub roztopowe, ujęte w systemy kanalizacyjne, pochodzące z powierzchni zanieczyszczonych, w tym z centrów miast, terenów przemysłowych i składowych, baz transportowych oraz dróg i parkingów o trwałej nawierzchni;
 d) wody wykorzystane, odprowadzane z obiektów gospodarki rybackiej.
 Inny tradycyjny podział typów ścieków obejmuje:
 1) ścieki bytowo-gospodarcze,
 2) ścieki przemysłowe,
 3) ścieki rolnicze,
 4) wody opadowe,
 5) ścieki promieniotwórcze.
 Często mówi się o ściekach komunalnych jako mieszaninie wód zużytych w gospodarstwach domowych i wód z zakładów przemysłowych na danym terenie lub mieście, odprowadzanych do komunalnej oczyszczalni ścieków. Mogą to być zakłady określane jako bioprzemysłowe (zakłady farmaceutyczne, zakłady przetwórstwa mleczarskiego, rzeźnie, browary, zakłady przetwórstwa warzyw i owoców) lub typowe zakłady przemysłowe (zakłady produkcji celulozy i papieru).
 Generalnie z chemicznego punktu widzenia ścieki dzielą się na trzy klasy:
 1) nieorganiczne,
 2) organiczne,
 3) nieorganiczno-organiczne.
 Istnieją bardziej szczegółowe charakterystyki ścieków organicznych, które są oparte na biodegradowalności (łatwo degradowalne, trudno degradowalne), stanie fizycznym (rozpuszczalny lub nierozpuszczalny), rozmiarze oraz składzie chemicznym. Biodegradowalność jest określana testem na szybkość pobierania tlenu. Stan fizyczny odnosi się do związków, które mają być sorbowane do osadu czynnego. Uważa się, że związki organiczne rozpuszczalne pozostają w fazie ciekłej, chyba że są przekształcane przez drobnoustroje w osadzie, podczas gdy związki partykularne są sorbowane na powierzchni kłaczków osadu czynnego. Niektórzy badacze prowadzili bardziej szczegółowe badania wielkości frakcji i składu chemicznego organicznych ścieków. Do frakcjonowania wielkości frakcji zastosowano różne metody. Wcześniejsze metody były oparte na sedymentacji oraz wirowaniu. Wyniki tych badań są zestawione w pracy Levine i in. (1991) oraz Sophonsiri i Morgenroth (2004). Obecnie do badań wielkości frakcji wykorzystuje się membrany mikro- i ultrafiltracyjne o ustalonych rozmiarach porów. Wyniki dziesięciu niezależnych badań wskazują, że w ściekach komunalnych frakcja wielkości < 0,001 μm odpowiada za około 15–40% całkowitego ChZT, podczas gdy około 40–60% jest związane z wielkością frakcji > 1 μm. W ściekach tekstylnych około 70% ChZT to frakcja < 0,001 μm, natomiast w ściekach z hodowli trzody chlewnej prawie 80% ChZT to frakcja > 1,0 μm. Wielu badaczy odnosi się do związków organicznych przechodzących przez filtr o wielkości porów 0,45 μm jako rozpuszczalnych lub rozpuszczonych, podczas gdy związki zatrzymywane przez filtr są nazywane cząstkami stałymi. Inna metoda określania rozpuszczalnych związków polega na dodaniu ZnSO4 i NaOH do sflokulowanych koloidów i cząstek w ściekach, a następnie przesączeniu próbki przez filtr o wielkości porów 0,45 μm. Zawartości ChZT w filtracie różnych ścieków korelują ze stężeniami łatwo biodegradowalnego ChZT mierzone techniką respirometrii. Wreszcie substancje rozpuszczalne organiczne to takie, które mogą przechodzić przez błony komórek bakterii (mniejsze niż 0,001 μm i masie cząsteczkowej mniejszej niż 600–5000 Da).
 2.2. Charakterystyka fizyczna ścieków
Głównymi cechami fizycznymi ścieków są: zawartość substancji stałych, kolor, zapach i temperatura. Substancje stałe w ściekach mogą być nierozpuszczalne, w postaci zawiesin oraz rozpuszczalne w wodzie. Zawartość zawiesin stałych określa się po ich odfiltrowaniu, wysuszeniu i zważeniu. Gdy ta pozostałość zostanie spalona, spalone zostaną lotne substancje stałe. Zakłada się, że lotne substancje stałe są związkami organicznymi, chociaż nie wszystkie zostają spalone, pewne związki w wyższej temperaturze ulegają rozkładowi. Substancja organiczna zawarta w ściekach składa się głównie z białek, węglowodanów i tłuszczów. W ściekach zawartość substancji stałych waha się od 40 do 65%. Opadające substancje stałe podawane w ml/l określa się po ich sedymentacji. Zwykle około 60% zawiesin w ściekach komunalnych stanowią substancje opadające. Pewne substancje stałe można także klasyfikować wedle ich spalania w temperaturze 600°C: jedne z nich ulegają spaleniu, inne nie.
 Kolor jest charakterystyczną cechą jakościową, którą można wykorzystać do oceny ogólnego stanu ścieków. Ścieki o jasnobrązowej barwie mają mniej niż 6 godzin, a kolor jasnożółty do szarego jest charakterystyczny dla ścieków, które uległy częściowemu rozkładowi w systemach ich zbierania. Jeśli kolor jest ciemno-szary lub czarny, ścieki są zwykle po znacznym rozkładzie przez bakterie w warunkach beztlenowych. Czarny kolor ścieków jest powodowany powstawaniem siarczków, w szczególności siarczku żelaza(II). Uwalniany w procesach hydrolizy w warunkach beztlenowych siarkowodór łączy się z dwuwartościowym żelazem, które może być obecne w ściekach. Kolor ścieków jest mierzony wobec wskaźników zgodnie z normą.
 Określenie zapachu jest coraz ważniejsze, ponieważ każdy chciałby poprawy zapachu emitowanego z okolicznej oczyszczalni ścieków. Zapach świeżych ścieków nie jest zbyt uciążliwy, ale wiele związków zapachowych uwalnia się, gdy ścieki ulegają rozkładowi w warunkach beztlenowych. Głównym składnikiem zapachowym jest siarkowodór (zapach zepsutych jaj). Inne związki jak indol, skatol, kadaweryna, putrescyna i merkaptan, wytworzone w warunkach beztlenowych lub powszechnie obecnych w miazdze celulozowej i papierowej (siarkowodór, merkaptan, siarczek dimetylu i inne) mogą być bardziej nieznośne dla ludzi i zwierząt. Zapach jest mierzony poprzez kolejne rozcieńczanie, aż do momentu niewykrywalności.
 Pomiar temperatury jest ważny, ponieważ większość systemów oczyszczania ścieków zawiera część biologiczną, z procesami biologicznymi istotnie zależnymi od temperatury. Temperatura ścieków będzie różna w poszczególnych sezonach, a także zależna od położenia geograficznego. W rejonach zimnych temperatura ścieków zmienia się od około 7 do 18°C, natomiast w rejonach cieplejszych temperatura wynosi 13–24°C.
 2.3. Chemiczna charakterystyka ścieków
Chemiczna charakterystyka ścieków obejmuje zarówno związki chemiczne nieorganiczne, jak i organiczne występujące w ściekach. Przez wiele lat proponowano wiele różnych testów do określenia związków organicznych w ściekach. Generalnie, testy te mogą określać stężenie materii organicznej przy około 1 mg/l oraz takie, które oznaczają stężenie związków organicznych w śladowych ilościach (w zakresie od 10-12 do 100 mg/l). Laboratoryjne metody powszechnie używane i oznaczające stężenie materii organicznej około 1 mg/l to:
 1) biochemiczne zapotrzebowanie tlenu (BZT5);
 2) chemiczne zapotrzebowanie tlenu (ChZT);
 3) całkowity węgiel organiczny (TOC).
 Śladowe ilości materii organicznej określa się z zastosowaniem chromatografii gazowej (GC) oraz spektroskopii masowej (MS). W Tabeli 2.1 podano skład ścieków komunalnych o parametrach uśrednionych oraz wartości maksymalne i minimalne.
 Skład ścieków komunalnych w małych miasteczkach, gdzie funkcjonują zakłady wytwarzające żywność, może znacznie odbiegać od uśrednionego dla ogromnej liczby danych. Podany skład chemiczny ścieków poniżej pochodzi z miasteczka, w którym znajdują dwa zakłady: przetwórstwa mleka (mleczarnia) oraz przetwórstwa mięsnego (ubojnia). Skład takich ścieków jest następujący:
 – pH 3,37–7,5;
 – zawiesiny – 3340,0±2022,5 (1021–5760) mg/l;
 – ChZT – 463,0±448,3 (344–1446) mg/l;
 – BZT – 636,0±198,8 (310–810) mg/l;
 – N–NO3- – 1,69±2,81 (0,373–6,73) mg/l;
 – N–NH4+ – 121,4±197,4 (9–473,5) mg/l;
 – N org. – 231,9±61,5 (151,5–290,7) mg/l;
 – N całkowity (TN) – 354,9±156,1 (230,4–625,4) mg/l;
 – P–PO43- – 51,50±29,59 (0,11–73,50) mg/l;
 – fosfor całkowity (TP) – 133,80±41,28 (70,3–174,4) mg/l (Królak i wsp. 2016).
Tabela 2.1. Skład ścieków komunalnych (wg https://fenix.tecnico.ulisboa.pt/downloadFile/3779571777486/IT_Caracterizacao_qualitativa_aguas_residuais_2_.pdf)
 	Parametr
 	Stężenie w mg/l
 
	Maksymalne
 	Średnie
 	Minimalne
 
	BZT w 20°C
 	420
 	200
 	100
 
	Węgiel organiczny całkowity
 	280
 	150
 	80
 
	ChZT
 	1000
 	500
 	250
 
	Zawiesiny całkowite
 	1250
 	700
 	300
 
	Rozpuszczalne
 	800
 	500
 	230
 
	Związane 
 	500
 	300
 	140
 
	Lotne
 	300
 	200
 	90
 
	Nierozpuszczalne
 	450
 	200
 	70
 
	Związane 
 	75
 	55
 	20
 
	Lotne 
 	375
 	145
 	50
 
	Zawiesiny opadające (ml/l)
 	20
 	10
 	5
 
	Azot całkowity
 	90
 	50
 	20
 
	Organiczny
 	35
 	15
 	10
 
	Amoniak
 	55
 	35
 	10
 
	Azotany(III)
 	0
 	0
 	0
 
	Azotany(V)
 	0
 	0
 	0
 
	Fosfor całkowity jako P
 	18
 	10
 	5
 
	Organiczny
 	5
 	4
 	1
 
	Nieorganiczny
 	13
 	7
 	4
 
	Chlorki
 	110
 	45
 	30
 
	Zasadowość jako CaCO3
 	220
 	110
 	50
 
	Smary
 	160
 	100
 	50
 

Ścieki te zawierają duże ilości azotu i fosforu w porównaniu do typowych ścieków komunalnych, wymagają więc kolejnych stopni oczyszczania, tak aby przed ich odprowadzeniem do wód powierzchniowych spełniały normy oczyszczonych ścieków.
 W ściekach komunalnych występują wszystkie grupy chemiczne związków organicznych, natomiast ścieki przemysłowe mogą być zdominowane przez specyficzne związki dla danej branży przemysłu. Na przykład ścieki z produkcji skrobi są zdominowane przez węglowodany, a ścieki z rzeźni mają dużą zawartość białek i tłuszczów. Z badań bardziej szczegółowych wynika, że węglowodany są związane z większymi frakcjami > 0,45 μm. Frakcje o wielkości mniejszej niż 0,1 μm, w których 62% stanowi TOC, są związane z białkami lub węglowodanami. Frakcje poniżej 0,001 μm zawierały w TOC tylko 15% frakcji białek i węglowodanów. Zarówno procentowy udział różnych frakcji, jak i wielkości cząstek mogą się znacznie różnić w zależności od rodzaju ścieków. Jak się okazuje w sieci kanalizacyjnej, zwłaszcza jeśli są pełne ścieków z powodu pompowania, mogą ulegać hydrolizie i zawierać więcej rozpuszczalnych związków organicznych w warunkach beztlenowych niż po ich wypuszczeniu od producenta, a w terenie pofałdowanym mogą być też napowietrzane w czasie grawitacyjnego szybkiego ich przepływu. Kanały grawitacyjne są zwykle zaprojektowane dla przepływu prędkości wynoszącej 1 m/s. Stężenie tlenu w takich kanałach grawitacyjnych określono na 1–4 mg/l, co sprawia, że aktywność metaboliczną wykazują bakterie tlenowe. W kanałach pełnych, w których przepompowuje się ścieki, zwykle w sposób nieciągły, zazwyczaj mają dłuższy czas zatrzymania i występują tam warunki beztlenowe. W ściekach o długim czasie zatrzymania w rurach kanalizacyjnych stwierdza się znacznie wyższy poziom lotnych kwasów tłuszczowych (VFA), przekraczający 100 mg/l. W tychże ściekach dominujący jest kwas octowy (72–95%), obok kwasu propionowego (5–25%), kwasu masłowego (0–9%) i kwasu izowalerianowego (0–5%).
 2.3.1. Związki nieorganiczne
Podstawowe testy chemiczne w analizach ścieków obejmują: wolny amoniak, azot organiczny, azotany(V) i azotany(III), fosfor organiczny i fosfor nieorganiczny. Azot i fosfor są ważne, ponieważ są substancjami biogennymi organizmów. Inne testy dotyczą obecności w ściekach chlorków, siarczanów(VI), pH i zasadowości, są przeprowadzane w celu oceny przydatności ponownego uzdatniania ścieków oczyszczonych i kontroli różnych procesów oczyszczania. Mikroelementy, w tym niektóre metale ciężkie, nie są badane rutynowo, ale pierwiastki śladowe mogą być czynnikiem wspomagającym procesy biologicznego oczyszczania ścieków. Wszystkie organizmy wymagają dla prawidłowego wzrostu różnych ilości pierwiastków śladowych, takich jak żelazo, miedź, cynk i kobalt. Związkami nieorganicznymi powszechnie występującymi w ściekach przemysłowych są: kwasy, zasady, amoniak, związki arsenu, cynku, kadmu, chromu, miedzi, niklu, rtęci, cyjanki, fluorki, siarczki, siarczany(IV). Metale ciężkie mogą być toksyczne dla mikroorganizmów w oczyszczalni ścieków, dlatego też określanie ilości metali ciężkich ma szczególne znaczenie w przypadku, gdy należy poddać dalszej obróbce oczyszczane ścieki lub osad pierwotny i nadmierny. Niektóre metale są klasyfikowane jako zanieczyszczenia priorytetowe: miedź, chrom, kadm i ołów. Metale wykazują powinowactwo do siarki i zmieniają funkcje enzymów, tworząc połączenia z atomami siarki będącymi w centrum enzymów. Grupy karboksylowe (–COOH) oraz aminowe (–NH2) białek także łączą się chemicznie z metalami ciężkimi. Jony kadmu, miedzi, ołowiu i rtęci przyłączają się do błon komórkowych, zakłócając transport przez ścianę komórkową bakterii. Metale ciężkie strącają fosforany(V) oraz katalizują precypitację fosforanu(V) w bioskładnikach i prowadzą do ich dekompozycji. Zanieczyszczenia kadmem pochodzą z emisji przemysłowych oraz ścieków górniczych. Chemicznie kadm jest podobny do cynku, te dwa metale często poddają się procesom geochemicznym. Obydwa metale występują na tym samym stopniu utleniania +2. Wpływ kadmu jako trucizny dla ludzi jest bardzo poważny. Podwyższa ciśnienie krwi, niszczy nerki i tkanki, a także czerwone ciałka krwi. Kadm może zastępować cynk w pewnych enzymach. Kadm i cynk są powszechne w wodach i osadach wokół centrów przemysłowych. Stężenia powyżej 100 ppm suchej masy osadu występują w osadach portowych. Ołów nieorganiczny pochodzi z wielu zakładów przemysłowych oraz górnictwa i występuje w wodzie na stopniu utlenienia +2. Ołów jako trucizna powoduje u ludzi dysfunkcje nerek, układu rozrodczego, wątroby, mózgu i układu nerwowego. Toksyczność rtęci jest wzmożona, jeśli występuje ona w formie metylowej produkowanej przez pewne bakterie beztlenowe. Występuje jako pierwiastek śladowy wśród minerałów w skałach, rudach metali. Jest wykorzystywana w produkcji pestycydów, szczególnie fungicydów, baterii, termometrów, a także jako składnik wypełnień dentystycznych. Jako trucizna powoduje zmiany neurologiczne, ślepotę, obłęd, mutacje lub ubytki chromosomowe. Może występować w wodach słodkich, tkankach ryb jako rozpuszczalna forma w postaci jonu monometylortęci CH3Hg+ lub postaci lotnej – dimetylortęci (CH3)2Hg w osadach tworzonych przy udziale bakterii beztlenowych, kumulując się w tkankach ryb. Jony cyjanku CN- są prawdopodobnie bardzo istotne dla wielu gatunków zwierząt wodnych. Jako trucizna występuje w wodzie w postaci HCN jako słaby kwas ze stałą dysocjacji Ka wynoszącą 6·10-10. Lotny HCN jest bardzo toksyczny, był używany do wykonywania kary śmierci w komorze gazowej (w USA) oraz w obozach koncentracyjnych. Cyjanowodór jest używany w wielu gałęziach przemysłu, w szczególności do czyszczenia metali oraz w różnego typu procesach mineralnych. Amoniak głównie powstaje na skutek dezaminacji aminokwasów, ale powszechnie występuje w postaci jonu amonowego NH4+. Siarkowodór (H2S) jest produktem beztlenowego rozkładu materii organicznej zawierającej siarkę. Powstaje także w warunkach beztlenowych w procesie redukcji siarczanów(VI) przez mikroorganizmy, wydziela się z wód geotermalnych. Pewne ścieki pochodzące z zakładów chemicznych, jak mleczko papiernicze, czy mleczko tekstylne także zawierają siarkowodór. Stężenie progowe odoru dla siarkowodoru wynosi 0,0001 mg/m3 powietrza. Przy pH 7,0 połowa siarkowodoru występuje w postaci zdysocjowanej (HS-), druga połowa w postaci H2S i ona odpowiada za zapach. Amoniak jest charakterystycznym związkiem odorującym w rolnictwie, a jego stężenie wynosi od 3,6 do 36 mg/m3, jest szkodliwy dla zdrowia w stężeniu od 14 mg/m3. Wydzielanie amoniaku odbywa się przy odpowiednio niskim stosunku C/N w biościekach lub osadzie czynnym (nadmiar azotu w stosunku do węgla organicznego). Odory, takie jak siarkowodór oraz amoniak, są wydzielane w czasie degradacji lotnych związków organicznych.
 Pomiary gazów, takich jak siarkowodór, tlen, metan i ditlenek węgla, mają pomóc systemowi oczyszczania ścieków. Pomiary rozpuszczonego tlenu są przeprowadzane w celu monitorowania i kontrolowania procesów biologicznego oczyszczania w warunkach tlenowych. Metan i ditlenek węgla są oznaczane w beztlenowych fermentorach.
 2.3.2. Związki organiczne
Specyficzne związki organiczne są oznaczane jako priorytetowe zanieczyszczenia i dotyczą specyficznych składników występujących w ściekach przemysłowych. Testy analityczne BZT, ChZT i TOC są powszechnie stosowane do charakterystyki ścieków przemysłowych. W ściekach z różnych gałęzi przemysłu znajdują się kwas octowy, kwas cytrynowy, tłuszcze, oleje, smary, formaldehyd, węglowodory, merkaptany, nitrozwiązki, kwasy organiczne, fenole, skrobia, cukry, kwas taninowy, kwas winowy i wiele innych. Pewne z nich są usuwane przed ich odprowadzeniem do reaktora osadu czynnego lub reaktorów beztlenowych, np. oleje i smary oraz części stałe organiczne. Inne substancje organiczne jak związki chloroorganiczne, nitrozwiązki oraz sole metali ciężkich nie są usuwane we wstępnym oczyszczaniu. Mydła, detergenty i inne chemikalia jak polifosforany są potencjalnym źródłem organicznych zanieczyszczeń. Inne substancje słabo degradowalne jak węglowodory aromatyczne i ich pochodne, np. benzen, bromobenzen, styren, kamfora, dinitritoluen są powszechne w ściekach pochodzących z rafinacji ropy naftowej i ich dalszej przeróbki. Pewne związki znajdowane w wodzie uzdatnianej do picia są usuwane z zastosowaniem metod fizycznych i chemicznych jak ekstrakcja z użyciem rozpuszczalników, ozonowanie, adsorpcja na węglu aktywnym czy usuwanie za pomocą powietrza. Kolejnym zanieczyszczeniem w ściekach są polichlorowane bifenyle (PCB), zawierające od 1 do 10 atomów chloru. Są one chemicznie, termicznie i biologicznie stabilne, stosowane jako dielektryki do transformatorów oraz impregnacji różnych powierzchni.
 Podana przez Huang i wsp. (2010) lista związków organicznych, oznaczana z użyciem GC/MS jest znacznie dłuższa i dzieli te związki na pewne kategorie:
 1) węglowodory alkilowe i aromatyczne,
 2) alkeny,
 3) alkohole,
 4) kwasy organiczne,
 5) ketony,
 6) związki fenolowe,
 7) związki organiczne azotowe,
 8) etery,
 9) aminy,
 10) estry i inne.
 Ich stężenia w ściekach komunalnych są niewielkie i wahają się od części μg do kilkudziesięciu μg w litrze. W sumie autorzy oznaczyli 90 różnych związków organicznych, obok makrozwiązków, występujących w śladowych ilościach w ściekach komunalnych.
 Węglowodany, białka i lipidy są głównymi składnikami związków organicznych w ściekach komunalnych. Inne związki, które zostały wykryte w niektórych badaniach, obejmują kwasy humusowe, środki powierzchniowo czynne, aminokwasy, kwasy taninowe, lotne kwasy tłuszczowe (VFA), DNA, RNA, lignina i włókna celulozowe. Wyniki badań dotyczących różnych ścieków komunalnych i przemysłowych przedstawiono w Tabeli 2.2.
 Tabela 2.2. Skład chemiczny wybranych ścieków komunalnych oraz bioprzemysłowych
 	Typ ścieków
 	ChZT mg/l
 	Węglowodany %
 	Białka %
 	Lipidy %
 	Inne %
 	Nieznane %
 	Literatura
 
	Komunalne
 	426±174
 	16±5
 	24±3
 	15±5
 	no
 	47±9
 	Raunkjaer i wsp. 1994
 
	249
 	36
 	16
 	1
 	35
 	12
 	Huang i wsp. 2010
 
	520±230
 	15±2
 	18±6
 	38±7
 	3
 	26±10
 	Gorini i wsp. 2011
 
	967±49
 	17
 	20
 	no
 	5
 	54
 	Dignac i wsp. 2000
 
	309
 	6
 	12
 	82
 	no
 	0
 	Sophonsiri i Morgenroth 2004
 
	259±13
 	6±1
 	11±4
 	19±3
 	13
 	52±6
 	Tanaka i wsp. 2011
 
	204–440
 	21,16
 	26,8
 	0,73
 	10,39
 	54,75
 	Huang i wsp. 2010
 
	–
 	30–41
 	30–48
 	20–27
 	–
 	–
 	Winter i wsp. 1992
 
	Rzeźnicze
 	4600
 	12
 	29
 	28
 	no
 	31
 	Gorini i wsp. 2011
 
	Z produkcji serów
 	1060
 	5
 	17
 	26
 	4
 	48
 	Gorini i wsp. 2011
 
	Z produkcji skrobi
 	3720
 	78
 	4
 	0
 	2
 	16
 	Gorini i wsp. 2011
 
	Mleczarskie
 	7249
 	11
 	6
 	31
 	no
 	52
 	Sophonsiri i Morgenroth 2004
 
	Trzody chlewnej
 	67444
 	8
 	8
 	0
 	no
 	83
 	Sophonsiri i Morgenroth 2004
 

Legenda: no – nie oznaczano, ale mogą to być różne substancje jak kwasy humusowe, środki powierzchniowo czynne, aminokwasy, kwasy taninowe, lotne kwasy tłuszczowe, DNA, RNA, ligniny i włókna celulozowe.
 2.4. Priorytetowe zanieczyszczenia
Amerykańska Agencja Ochrony Środowiska (EPA = Environmental Protection Agency) podaje listę 129 związków jako priorytetowe zanieczyszczenia ścieków: 31 z nich to związki organiczne, np. benzen, toluen, chlorobenzen, chloroform, chlorek winylu i inne; 46 z nich to ekstrahowalne związki organiczne, np. nitrobenzen, dinitritoluen, naftalen, chryzen, pyren, antracen, acenaftalen i inne; 11 z nich ekstrahowalne z użyciem organicznych związków, np. fenol, nitrofenole, pentachlorofenol, dimetylofenol i inne; 26 są pestycydami, np. aldrin, dieldrin, toksafen, heptachlor i inne; 13 z nich są metalami, np. antymon, arsen, kadm, chrom, miedź, ołów, rtęć, nikiel, tal i inne. Wreszcie do tej listy należą cyjanki całkowite, fenole całkowite oraz azbest.
 2.5. Przykłady ilości produkowanych ścieków
Poniżej zamieszczono kilka przykładów ilości produkowanych ścieków (Petruy 1999). Wiele branż, takich jak produkcja margaryny, pakowanie mięsa, mleczarnie, rzeźnie, produkcja oleju jadalnego i oleju palmowego, wytwarzają duże ilości ścieków, które stanowią duże zagrożenie dla środowiska naturalnego. Rozszerzenie zwolnień z tych branż jest znaczne. W rejonie Morza Śródziemnego przetwarza się rocznie 1,4–1,8 mln ton oliwy z oliwek, co powoduje duże zanieczyszczenie, ponieważ w trakcie produkcji oliwy z oliwek powstaje 45–55 kg BZT5 na tonę oliwek. Obciążenie zanieczyszczeniem oliwy z oliwek wynosi do 2800–3600 ton dziennie w okresie 100 dni. W USA roczna produkcja serwatki wynosi około 16,8 · 109 kg. W Wielkiej Brytanii zakłady przetwórstwa mleka wytwarzają około 700 m3 ścieków/dobę, natomiast w stanie Parana (Brazylia) ilość ścieków z przemysłu mleczarskiego w 1977 roku wynosiła 6500 kg BZT/dobę. W Australii Zachodniej 546 gospodarstw mlecznych w 1989 roku wyprodukowało 1,66 · 109 kg płynnej serwatki, w Kanadzie produkcja słodkiej serwatki w 1981 roku wyniosła 1,69 · 109 kg oraz w Unii Europejskiej do 39,52 milionów ton płynnej serwatki. Mleczarnie w Turcji produkują 1500 m3  ścieków dziennie. Zakłady mięsne w USA produkują 15140 m3 ścieków/dobę.
 2.6. Wody podgrzane
Upłynęło wiele lat zanim naukowcy oraz instytucje regulacyjne uznały, że odprowadzanie wód podgrzanych do odbieralników, jakim są wody powierzchniowe, może powodować szkody ekologiczne. Stopień zanieczyszczenia cieplnego zależy od ilości ciepła dostarczanego do zimnego odbieralnika. Biota zasiedlające odbieralniki, które przyjmują wody podgrzane, doznają często tak zwanego szoku temperaturowego na skutek częstych zmian temperatury w strefie mieszania. Podwyższona temperatura wody w odbieralnikach powoduje znaczną redukcję zdolności samooczyszczania się wody. Dodanie podgrzanej wody można uznać za równoznaczne z dodatkiem ścieków lub innego związku organicznego odpadowego, ponieważ oba zanieczyszczenia mogą powodować zmniejszenie zawartości tlenu w odbieralnikach. W większości przypadków wzrost temperatury jest niewielki i prawdopodobnie nie powoduje szkód biologicznych poza strefą mieszania. W rzeczywistości istnieje niewiele danych na poparcie tezy o znacznej szkodliwości cieplnej z elektrowni na biota. Możliwa jest obserwacja skutków ciepła na populacjach ryb:
 a) bezpośrednia śmierć spowodowana nadmiernym wzrostem temperatury;
 b) pośrednia śmierć spowodowana mniejszym dostępem tlenu, zakłóceniem dostępności pożywienia, mniejszą odpornością na substancje toksyczne, mniejszą odpornością na choroby, synergią toksycznych substancji;
 c) wzrost tempa oddychania i przyrostów występujących populacji;
 d) konkurencyjne zastępowanie gatunkami bardziej tolerancyjnymi na zmiany powodowane przez podniesione temperatury wody;
 e) efekty subletalne.
 Są to jednak teoretyczne obawy, gdyż brak jest dostatecznie udokumentowanych danych eksperymentalnych.
 2.7. Ścieki radioaktywne
Ogromnej produkcji radioaktywnych izotopów od czasów II wojny światowej towarzyszy niepokojąca obawa o wpływ promieniotwórczości na zdrowie i środowisko naturalne. Izotopy promieniotwórcze są produktami rozszczepienia ciężkich jąder pierwiastków, takich jak uran lub pluton. Są one także wytwarzane w wyniku reakcji neutronów z jądrami stabilnymi. Sztucznie produkowane izotopy są powszechnie stosowane w przemyśle, nauce i medycynie, jako znaczniki. Izotopy promieniotwórcze różnią się od innych jąder tym, że emitują promieniowanie jonizujące: cząsteczki alfa, cząstki beta i promienie gamma. Promieniowanie uszkadza organizmy, inicjując szkodliwe reakcje chemiczne w tkankach. Przykładowo, izotopy promieniotwórcze łączą się z makrocząsteczkami, które są odpowiedzialne za prowadzone przez nie procesy metaboliczne. W przypadku ostrego zatrucia promieniotwórczego jest niszczony szpik kostny, który wytwarza czerwone krwinki. Promieniowanie powoduje zmiany genetyczne. Najwięcej z izotopów promieniotwórczych znajduje się w okolicznych wodach zakładów produkcji uranu czy radu.
 Istnieje wiele zastosowań materiałów radioaktywnych, które poprawiają lub ułatwiają działalność człowieka lub jakość życia ludzi (Valdovinos i wsp. 2014). Materiały te stosuje się w różnych dziedzinach technologii, począwszy od wytwarzania energii elektrycznej dla miast i obszarów wiejskich, po zastosowania medyczne i przemysłowe, a nawet jako detektory dymu w budynkach. Wszystkie te zastosowania generują odpady promieniotwórcze, które mogą stanowić zagrożenie dla środowiska i ludzi, muszą być koniecznie zagospodarowywane. Odpady promieniotwórcze powstają ze wszystkich czynności, w których są wykorzystywane materiały radioaktywne, umożliwiających realizację namierzanego przedsięwzięcia. Dogodne jest odróżnienie odpadów pochodzących z elektrowni, odpadów medycznych, odpadów badań naukowych oraz zastosowań przemysłowych. Odpady mogą być stałe i/lub płynne.
 Klasyfikacja odpadów radioaktywnych jest oparta na dopuszczalnej zawartości każdego znaczącego radionuklidu w odpadach określonych na podstawie ocen bezpieczeństwa dla poszczególnych składowisk odpadów oraz klasyfikacja radioaktywna odpadów (IAEA 2009):
 1) uwolnione odpady (EW), spełniające kryteria zwolnienia spod kontroli regulacyjnej dla celów ochrony przed promieniowaniem (IAEA 2004);
 2) odpady o bardzo niskiej żywotności (VSLW), zawierające podstawowe radionuklidy o bardzo krótkim okresie półtrwania, często wykorzystywane do celów badawczych i medycznych, które mogą być składowane z powodu zaniku w ciągu ograniczonego okresu do kilku lat, a następnie zwolnione z kontroli regulacyjnej w celu niekontrolowanego usuwania;
 3) odpady o bardzo niskim poziomie (VLLW), które nie wymagają szczególnych środków bezpieczeństwa jak skażona gleba lub gruz, mogą być deponowane na składowiskach z ograniczoną kontrolą regulacyjną;
 4) odpady o niski poziomie (LLW) o ograniczonej ilości długotrwałych radionuklidów. Ta grupa obejmuje bardzo szeroką gamę odpadów, może zawierać krótkotrwałe radionuklidy przy wyższych poziomach aktywności, a także radionuklidy o długim okresie połowicznego okresu trwania, przy stosunkowo niskich poziomach aktywności. Takie odpady wymagają solidnej izolacji na kilkaset lat;
 5) odpady o poziomie pośrednim (ILW), które zawierają radionuklidy promieniotwórcze o długim okresie półtrwania, jak promieniowanie alfa, ale nie wydzielają ciepła, także muszą być zdeponowane na większych głębokościach rzędu kilkudziesięciu do kilkuset metrów;
 6) odpady wysokoenergetyczne (HLW) o wysokim poziomie promieniowania, wytwarzające duże ilości ciepła lub długotrwałe radionuklidy promieniotwórcze, zdeponowane w formacjach geologicznych kilkaset metrów poniżej powierzchni.
 Ostatecznym celem gospodarki odpadami jest ograniczenie i całkowite izolowanie od środowiska życia ludzi przez określony czas i w warunkach, w których uwolnienie radionuklidów nie stanowi zagrożenia radiologicznego dla ludzi lub środowiska. Odpowiedzialne zarządzanie odpadami radioaktywnymi wymaga ochrony zdrowia ludzkiego i środowiska. Efektywne gospodarowania odpadami promieniotwórczymi to: minimalizacja odpadów radioaktywnych, wstępne oczyszczanie, charakterystyka, transport, przechowywanie i usuwanie. System zarządzania powinien być stosowany na wszystkich etapach zarządzania odpadami promieniotwórczymi, aby zapewnić warunki zgodnie z wymogami (IAEA 2008, IAEA 2006a, 2006b). System zarządzania musi zawierać opis procesów i informacje uzupełniające, które wyjaśniają, w jaki sposób prace mają być przygotowywane, przeglądane, przeprowadzane, rejestrowane, oceniane i ulepszane.
 W procesie zarządzania należy uwzględnić szczegółową sekwencję czynności w zakresie wstępnego oczyszczania, przetwarzania i usuwania odpadów, takich jak:
 1) charakterystyka odpadów na każdym etapie całego programu gospodarki odpadami,
 2) metody analityczne, takie jak protokoły pobierania próbek do charakteryzowania odpadów lub kontroli procesu;
 3) monitorowanie zrzutów;
 4) monitorowanie w celu oczyszczenia;
 5) badania i testy;
 6) obróbka cieplna;
 7) stosowanie specjalnych narzędzi i technik do przenoszenia, odzieży ochronnej lub urządzeń do ochrony przed promieniowaniem.
 Dokumentacja odpadów promieniotwórczych określa:
 a) pochodzenie odpadów i procesy, które je wytworzyły,
 b) wstępne oczyszczanie odpadów;
 c) usuwanie odpadów;
 d) zrzuty odpadów;
 e) charakterystyka odpadów;
 f) przetwarzanie odpadów;
 g) projektowanie pojemników i/lub opakowań oraz wyposażenia, konstrukcji systemów przetwarzania odpadów.
 Ponadto muszą być przeprowadzane kontrole działalności, obiektów, wyposażenia i odpadów, biorąc pod uwagę różne czynniki. Należy ustanowić wymogi dotyczące zapewnienia jakości na wszystkich etapach procesu gospodarowania odpadami, aby zapewnić, że każdy odpad jest prawidłowo przetwarzany, a ostateczna forma odpadów ma wymagane właściwości. Wymaga to określenia parametrów zapewnienia jakości. Dane muszą być udokumentowane dla każdego parametru w celu wykazania zgodności.
 Program zapewnienia jakości powinien obejmować następujące aspekty (HSEEA 2007; IAEA 2008, IAEA 2006):
 1) charakterystyka odpadów,
 2) specyfikacja procesu gospodarowania odpadami,
 3) warunki przetwarzania,
 4) specyfikacja produktu oraz
 5) przechowywanie lub usuwanie.
 W postępowaniu z odpadami promieniotwórczymi bezpieczeństwo jest priorytetem. Należy brać pod uwagę obchodzenie się z odpadami radioaktywnymi, które mogą być palne, toksyczne, wybuchowe i promieniotwórcze.
 Niektóre z najważniejszych aspektów, które należy wziąć pod uwagę w zakresie bezpieczeństwa i ochrony środowiska to (IAEA 2008, IAEA 2006a, 2006b):
 1) obsługa, przetwarzanie i składowanie odpadów radioaktywnych wymagają zezwolenia wydanego przez lokalną agencję regulacyjną;
 2) odpady muszą być scharakteryzowane: chemicznie, fizycznie 
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