Spos6b wyznaczania obecno$ci mikroorganizméw w pierwotnie odwodnionych osadach
zwlaszcza w instalacjach wodociggowych

Przedmiotem wynalazku jest sposob wyznaczania obecnosci mikroorganizmow
w  pierwotnie odwodnionych  osadach wytworzonych ~w instalacjach zwlaszcza
wodociggowych.

Dotychczas znane sg z literatury sposoby oznaczania obecnosci zycia biologicznego
w osadach polegajg na skomplikowanych, wieloodczynnikowych i czasochtonnych zabiegach
zwiazanych z izolacjg mikroorganizméw lub DNA, namnazaniem, posiewami itp.
Wykorzystywana jest skomplikowana aparatura pomiarowa.

W literaturze patentowej i naukowej analizy FTIR postuzyty do zbudowania modelu
regresyjnego stuzacego do szybkiego przewidywania zawartoéci kwasu pirydyno-2,6-
dikarboksylowego uwalnianego podczas obrobki termicznej pod cisnieniem endospor bakterii
z rodzaju Bacillus (Prabhakar, 2009). Ponadto byly prowadzone badania rozroznienia kwasu
pirydyno-2,6-dikarboksylowy od kwasu dinikotynowego, co jest istotne przy wykrywaniu
obecnosci waglika. Prabhakar (2009) w swojej pracy jako pasma absorpcyjne
charakterystyczne dla kwasu pirydyno-2,6-dikarboksylowego podaje pasma potozone przy
liczbach falowych: 1570 cm ! przypisane wigzaniu C-N w pierécieniu i 1439 cm™ ~ pasmo
odpowiadajace drganiom pierscienia pirydynowego. Goodacre i in. (2000) przeprowadzili
analize komoérek zarOwno wegetatywnych jak i endospor 36 szczepow bakterii z rodzaju
Bacillus za pomoca spektroskopii mas z pirolizag w punkcie przemiany magnetycznej oraz
spektroskopil w podczerwieni z transformacjg Fouriera, w wyniku czego stwierdzili, ze drgania
pierscienia pirydynowego (1447-1439 cm’') budujgcego kwas dipikolinowy sg wysoce
charakterystyczne dla spor i moga by¢ wykorzystywane jako ich biomarker.
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Kwas dipikolinowy (kwas pirydyno-2,6-dikarboksylowy), wzor sumaryczny C7HsO4N lub
(CsHaN)(COOH):2

W literaturze dotyczacej badania osadow powstatych we wngtrzu rur wchodzacych w
sklad uktadéw dystrybucji wody pitnej niewiele uwagi po$wigcono badaniu osadow
,,pierwotnie odwodnionych”, a gdy badano juz osady odwodnione, to pobieznie traktowano
interpretacj¢ otrzymanych wynikéw pod katem obecnodci biofilmu (Echeverria i in. 2009;
Chawla i in. 2012). Analiz¢ osadéw powstatych we wnetrzu magistrali wodociggowej pod
katem obecnosci biofilmu, z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR) — przeprowadzili Echeverria
i in. (2009). Przeprowadzali oni analize fizykochemiczng osadow utworzonych na powierzchni
réznych elementéw ztozonej magistrali wodociagowej takich jak: rurociagi wykonane ze stali,
zbiorniki wykonane z betonu oraz rury zelbetowe. Analiza FTIR osadow charakteryzujacych
sie brazows barwa wykazata obecno$é pasm absorpeyjnych charakterystycznych dla biofilmu
(w zakresie liczb falowych: 2950 cm-1 oraz 2880 cm-1). Chawla i in. (2012) badali natomiast
sktad chemiczny osadéw utworzonych we wnegtrzu trzech réznych rur wehodzacych w sklad
uktadu dystrybucji wody pitne;j. Widma FTIR uzyskane dla badanych probek wskazywaty
zar6wno na obecno$¢ substancji nieorganicznych, jak i organicznych, w tym materiatu
biologicznego, co sugerowaly pasma absorpcyjne przypisane amidom.

Stwierdzono nieoczekiwanie podczas prowadzonych prac badawczych, ze mozliwe jest
wykrycie bakterii w pierwotnie odwodnionych osadach powstatych we wnetrzu rur, ktérymi
transportowana jest ciecz na przyktad woda wodociggowa za pomocg kwasu pirydyno-2,6-
dikarboksylowy (kwasu dipikolinowego, DPA). Kwas dipikolinowy DPA stanowi specyficzny
sktadnik endospor bakterii z rodzaju Bacillus i Clostridium stanowi 2-15% suchej masy
endospory (Navarro i in,. 2008). Ponadto kwas DPA jest zaangazowany w stan uspienia
mikroorganizméw, odporno$é na ciepto oraz germinacje przetrwalnikow (Kort iin. 2005). Jako
charakterystyczne pasma odpowiadajace obecnosci kwasu dipikolinowego w probkach osadow

przyja¢ mozna miedzy innymi pasma przy liczbach falowych: 2800 cm™ (przypisane drganiom
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rozciagajagcym wigzania O-H), 3113 cm’! (odpowiadajace drganiom rozciagajacym wigzania
C-H w ptaszczyznie pierscienia), 3070 cm! (odpowiadajace drganiom rozciggajacym wigzan
C-H), 1640 cm’ (odpowiadajace drganiom rozciagajacym wigzania C=0), 1645 cm’!
(odpowiadajace drganiom rozciggajacym wigzania C=0 w bezwodnym DPA w postaci
krysztatu), 1580 cm’! (odpowiadajgce drganiom rozciggajacym pierScienia aromatycznego),
1447 cm™ (przypisane drganiom rozciggajacym piercienia aromatycznego) oraz 1423 cm’!
(przyporzadkowane drganiom rozciagajacym pierécienia aromatycznego) (McCann & Laane,
2008).

Celem wynalazku jest opracowanie prostego i ogolnego sposobu pozwalajacego
na wykrycie obecno$ci mikroorganizméw w pierwotnie odwodnionych osadach powstatych
we wnetrzu rur dystrybucji cieczy.

Cel ten osiagnieto poprzez wykorzystanie kwasu dipikolinowego jako wskaznika
obecnosci przetrwalnikow bakterii technika spektroskopii w podczerwieni (IR) zwlaszcza
w metodzie odbicia rozproszonego (DRIFT).

Sposob wedtug wynalazku polega na tym, ze zebrany osad zwlaszcza z instalacji
wodociagowej suszy si¢ w temperaturze pokoj owej, poddaje homogenizacji korzystnie poprzez
rozdrobnienie i rozcieficza z czystym bromkiem potasu (KBr) w st¢zeniu masowym od 1% do
10%, korzystnie 5% probki, nastepnie rejestruje sig widmo IR prébki w zakresie podczerwieni
4000 — 400 em’!, wyznacza sie maksima w widmie probki i oblicza co najmniej trzy ilorazy
intensywnosci wybranych maksimow, korzystnie KM3114/3071, KMisgosi114, KMi4a73114, po €Zym
wykrywa si¢ obecnos¢ kwasu pirydyno-2,6-dikarboksylowego (kwas dipikolinowy, DPA).

Zaleta rozwigzania wedtug wynalazku jest prosty sposob oznaczenia obecnosci bakterii
w osadéw w rur wodociaggowych, Obecnos¢ bakterii w skorodowanych rurach dystrybucji
wody moze by¢ oznaczana w oparciu o oznaczenie kwasu dipikolinowego, ktéry jest
zwiazkiem swoistym dla przetrwalnikow i nie wystepuje W komoérkach wegetatywnych.
Analizuje si¢ caly zakres pasm intensywnosci kwasu dipikolinowego. Szczegélnie korzystne
jest stwierdzenie maksimoéw przy 3114, 3071, 1580 oraz 1447 cm™! w widmie IR osadow.

Przedmiot wynalazku objasniono w ponizszym przykladzie wykonania.

Przyktad

Z rury wodociagowej pobrano pierwotnie odwodniony, samoistnie utworzony osad,
ktéry wysuszono w temperaturze pokojowej, uzyskujac powietrznie suchy osad. Powietrznie
suchy osad rozdrobniono uzywajac mozdzierza. Zaleca sie uzycie mtynka do homogenizacji

proby w celu zwigkszenia spojnosé czastek i zniwelowania udziatu szuméw w widmie IR.
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Rozdrobniony osad mieszamy ze spektralnie czystym bromkiem potasu (KBr) w stgZeniu
masowym od 1% do 10%, korzystnie uzyskujac 5% stgzenie osadu w probee czyli zmiesza¢ 50
mg osadu z 950 mg bromku potasu (KBr). Bromek potasu KBr jest uzywany w spektroskopii
IR do wytwarzania elementéw optycznych i jako osrodek dla probek, tzw. pastylki KBr,
proszku, ze wzgledu na niskg absorpcj¢ promieniowania IR. Optymalna ilo$¢ osadu zalezy
od procentu transmisji najsilniejszego pasma w otrzymanym spektrum , ktéra powinna miescié
sie w zakresie od 10% do 50%. Probke z KBr ponownie doktadnie roztarto w mozdzierzu.
Korzystne jest uzycie miynka do dokladne; homogenizacji probki z KBr. Ujednorodniona
probke umieszczono w dotku przystawki PIKE, Easi Diff Diffuse Reflectance Accessory
do ciat statych (PIKE Technologies, Madison, USA) w transparentnej matrycy solnej z bromku
potasu (KBr, spektralnie czysty). Za pomocg spektrometru 135 (Bio-RAD, Warszawa, Polska)
wyposazonego w detektor piroelektryczny DTGS w zakresie liczb falowych 4000 — 400 cm™!,
z rozdzielczodcia 4 cm™ i oprogramowania Win-IR Foundation (Bio-RAD, Warszawa, Polska),
rejestrowano widmo probki w formacie Kubelka-Munk w odniesieniu do widma czystego KBr
jako tta. Wykorzystano technike FTIR-DRIFT do analizy ciata statego (Diffuse Reflectance
Infrared Fourier Transform) polegajaca na pomiarze rozproszonego odbicia od warstwy
powierzchniowej badanej, sproszkowanej probki, umieszczonej w transparentnej matrycy
solnej z bromku potasu (KBr spektralnie czysty).

Metodyka zostala opracowana w oparciu o instrukcje producenta przystawki
do rejestracji widm FT-IR DRIFT (PIKE, 2009) i polegata na rejestracji widm
ujednorodnionych prébek statych wysuszonych w temperaturze pokojowej 0 stezeniu 5%
w KBr (w/w). Ponadto mozliwa jest takze analiza widm absorbancji i transmitancji, jednak
korzystniejsze jest wykorzystanie funkcji Kubelka-Munk do analiz probek statych, gdyz
uzyskuje sie redukcje szuméw. Badano zakres podczerwieni od 4000 — 400 cm’l. Dla kazdej
probki wykonano 64 skany, przy opéznieniu poczatkowym 300s, ktére bylo niezbgdne do
wyréwnania warunkow po umieszczeniu probki w komorze pomiarowej. Do obrébki danych
wykorzystano oprogramowanie Win-IR (BIO-RAD). Uzyskiwano u$rednione widma w
formacie Kubelka-Munk (KM) w odniesieniu do widma spektralnie czystego KBr jako tla.
Stwierdzono obecnosé kwasu dipikolinowego w osadzie pobranym z wngtrza skorodowanych
rur wodociagowych w oparciu o badanie catego zakresu absorpcji tego zwigzku i wystgpienie
maksimow przy 3114, 3071, 1580 oraz 1447 cm™.

Zastosowano analiz¢ poréwnawcza osadu i osadu z dodatkiem wzorca wewngtrznego.

Wzorzec wewnetrzny stanowil spektralnie czysty kwas dipikolinowy wprowadzony do probki
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osadu w stezeniu 2%. Stwierdzenie obecnos¢ kwasu DPA w osadach w oparciu o podobiefistwo
widm oraz oznaczenie maksiméw KM przy wybranych dlugosciach fali potwierdzito
wystgpienie bakterii przetrwalnikujacych.
W widmie IR czystego kwasu dipikolinowego wystgpuja intensywne pasma w zakresie:
o 3400 cm”! — 2400 cm’, korzystnie jesli maksima obecne sa przy 3114 cm’l, 3070 cm™,
2830 cm’!, 2564 cm™
e 1700 cm™ — 1600 cm, korzystnie maksimum przy 1646 cm™,
e 1600 cm™ — 1500 cm, korzystnie maksimum przy 1574 cm™,
e 1500 cm™ — 1400 cm™, korzystnie maksimum przy 1464 cm™, 1416 cm’,
e 1400 cm™ — 1200 cm™, korzystnie maksimum przy 1333 em™, 1300 e, 1269 em™
e 1000 cm! — 800 cm, korzystnie maksimum przy 929 cm™, 855cm’!,

e 600 cm! — 400 cm’!, korzystnie maksimum przy 588 cm™, 525 cm’l.

Wyznaczono iloraz intensywnosci KM wybranych maksiméw w osadach i czystego
kwasu dipikolinowego: KMsi143071, KMissoni4, KMiga7ni14. Jesli w widmach IR osadéw
wspolezynnik zmiennosci tych ilorazéw byl mniejszy niz 5% w stosunku do ilorazow
maksiméw czystego kwasu dipikolinowego stwierdzano uczestnictwo  bakterii
przetrwalnikujgcych w tworzeniu tego osadu. Przyjetym markerem obecnosci kwasu
dipikolinowego byto pasmo KM przy liczbie falowej 1447 cm™, ktore odpowiada drganiom

pierécienia pirydynowego.
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