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ABREVIERI

ADN Acid dezoxiribonucleic

ANSP Agenția Națională pentru Sănătate Publică

ARN Acid ribonucleic

BRA Bacterii rezistente la antimicrobiene

CCO Consumul Chimic de Oxigen

CBO Consumului Biochimic de Oxigen

CU Curgere pe uscat

EGM Elemente genetice mobile

FWS Sisteme de curgere liberă a apelor de suprafață

GRA Gene de rezistență la antimicrobiene

HF Sisteme de curgere orizontală a apelor subterane

PCB Bifenili policlorurați

RS Rată scăzută

SNT Sisteme naturale de tratare

STAU Stație de tratare a apelor uzate

USMF Universitatea de Stat de Medicină și Farmacie

VF Sisteme cu curgere verticală

ZUC Zonă umedă construită
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Capitolul 1. Riscurile condiționate
de poluarea apelor uzate

1.1. Poluanții din apele uzate și natura lor
În ultimii ani, problema apelor uzate a devenit tot mai acută și relevan-

tă în întreaga lume, inclusiv în Republica Moldova. Cauza rezidă în indus-
trializarea extensivă, creșterea densității populației și urbanizarea excesivă
a societăților. Apele uzate, generate din activitățile comunale și industria-
le, constituie sursele principale de poluare a mediului. Gestionarea apelor
uzate prezintă o problemă gravă nu numai prin creșterea considerabilă
a costurilor pentru epurare și tratare, dar și prin gama largă de poluanți
chimici și de contaminanți microbieni care pătrund în sursele de apă și în
sol, cu consecințe „devastatoare” atât pentru ecosistemele naturale, cât și
pentru sănătatea populației.

Legea apelor din Republica Moldova definește drept uzate apele ce
provin din activități casnice, sociale și economice, și ale căror caracteristici
fizice, chimice și bacteriologice inițiale sunt alterate de poluanții sau de
reziduurile conținute.

Principalele surse de poluare a apelor uzate sunt procesele industriale,
agricole, activitățile umane și precipitațiile atmosferice. Astfel, apele uza-
te din procesele industriale pot conține produse petroliere, metale grele,
compuși organici, acizi și materiale radioactive. În urma activităților agri-
cole, apa poate fi poluată cu pesticide și cu îngrășăminte minerale. Apele
uzate menajere pot conține detergenți, o gamă variată de bacterii, de viru-
suri, de levuri, de protozoare, de helminți și diverse medicamente. Ploaia
sau zăpada topită spală resturile de combustibil, de lubrifianți și de reactivi
de pe drumuri.

Poluanții din apele uzate, reieșind din natura lor, se clasifică în:
1. Poluanți de natura fizică (depunerile radioactive; ape folosite la cen-

tralele atomice; deșeuri radioactive; ape termale; lichide calde prove-
nite de la răcirea instalațiilor industriale sau a centralelor termoelectri-
ce și atomoelectrice);

2. Poluanți de natură chimică (acizi și alcalii, petrol și produse petroliere,
săruri și fenoli, dioxizi și pesticide, metale grele, azotat de amoniu și
nitriți, surfactanți sintetici etc.);
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3. Poluanți de natură biologică (levuri, alge, bacterii, virusuri, paraziți)
(Figura 1).

Apele uzate
sunt compuse din
ape reziduale mena-
jere, formate din apă
neagră (excremente,
urină și nămol fecal)
și apă gri (apa rezi-
duală de la spălare
și scăldat); apa din
unități și din insti-
tuții comerciale, in-
clusiv din spitale;
apa reziduală indus-
trială, ape pluviale
și alte scurgeri ur-
bane; scurgeri agri-

Figura 1. Sursele de poluare a apelor uzate cole, horticole și de
acvacultură.

Apele uzate conțin 99,9 % apă și 0,1 c% substanțe solide, care includ
substanțe organice și anorganice dizolvate și în suspensie. Fracția organică
constă din grăsimi, din carbohidrați, din proteine, din lignină și din produ-
șii de descompunere ai acestora. Partea anorganică include mai mulți con-
stituenți derivați din surse industriale, precum și din surse casnice, inclusiv
unele metale grele: cadmiu, mercur, arsen, zinc și cupru.

Apa uzată este considerată un rezervor important de agenți patogeni
precum coliformi fecali, Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp.,
Vibrio cholerae, ouă și chisturi parazitare, virusuri și levuri, nematozi in-
testinali cum ar fi speciile din genul Ancylostoma (Ancylostoma duodena-
le), ascaridele (Ascaris lumbricoides) și viermii-bici (Trichuris spp.).

Apele reziduale conțin și o cantitate mare de nutrienți, în special azot
(N) și fosfor (P). Aproximativ, 16,6 milioane de tone metrice de azot și 3,0
milioane de tone metrice de fosfor sunt prezente în apele uzate produse
anual în întreaga lume.
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1.2. Impactul apelor uzate asupra sănătății populației

1.2.1. Impactul microflorei patogene din apele uzate asupra sănătății
Bolile diareice, cum ar fi infecția rotavirală, holera și febra tifoidă,

reprezintă principala problemă de sănătate legată de poluarea apelor uza-
te care provoacă anual 1,6 mil. de decese. Experții OMS au constatat că
aproximativ 80 % din toate bolile infecțioase din lume sunt asociate cu
calitatea nesatisfăcătoare a apei potabile determinată de poluarea acesteia
cu ape uzate.

Apele uzate fecaloid-menajere, apele reziduale de la spitale, de la la-
boratoare de microbiologie etc., conţin un număr foarte mare de bacte-
rii, de virusuri și de helminții care pot contamina sursele de apă potabilă,
prezentând un risc direct pentru sănătatea populației. Principalele maladii
cauzate de microorganismele din apele uzate sunt prezentate în Tabelul 1.

Riscul major pentru sănătate este condiționat de bacteriile rezistente la
antimicrobiene, care creează impedimente în tratare și favorizează apariția
complicațiilor, soldate deseori cu deces. Principalele bacterii patogene din
apele uzate care pot afecta sănătate populației sunt: Campylobacter jejuni,
Escherichia coli 0157: H7, Helicobacter pylori, Salmonella Typhi, Shige-
lla spp., Vibrio cholerae etc.

Tabelul 1. Boli cauzate de bacteriile patogene din apele uzate
Bacterii Patologii

Campylobacter jejuni Gastroenterită
Escherichia coli Gastroenterită
E. coli 0157: H7 Colită hemoragică şi sindromul

hemolitico-uremic
Helicobacter pylori Ulcer gastric și duodenal

Salmonella spp. Salmoneloză, gastroenterită
Salmonella Typhi Febră tifoidă

Shigella spp. Dizenterie
Vibrio cholerae Holeră

Numărul și diversitatea virusurilor patogene din apele uzate reflectă
modelul de infecție în populația umană. Adenovirusul, rotavirusul, viru-
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sul hepatitei A și alte virusuri enterice, cum ar fi norovirusurile, virusul
Coxsackie, echovirusul, reovirusul și astrovirusul, sunt unele dintre prin-
cipalele virusuri patogene umane transmisibile prin apă. Virusurile, cei
mai importanți și mai periculoși poluanți din apele uzate, sunt rezistente la
tratament, dificil de detectat și au un grad ridicat de infecțiozitate. Bolile
virale, condiționate de apele uzate, sunt prezentate în Tabelul 2.

Tabelul 2. Boli cauzate de virusurile din apele uzate
Virusuri Boli

Astrovirus

Gastroenterită

Calicivirus
Coronavirus
Enterovirus
Parvovirus
Norovirus
Rotavirus
Adenovirus Infecții oculare, boli respiratorii
Virusul Coxsackie Meningită aseptică, herpangină,

respiratorii, boli cardiace și renale
Echovirus Febră, boli respiratorii și cardiace, meningită

aseptică, erupții cutanate
Poliovirus Paralizie, meningită aseptică
Hepatita A și E Hepatită infecțioasă

Un alt grup de agenți patogeni, care se regăsesc în apele uzate și pot
provoca o gamă largă de afecțiuni, sunt paraziții. Potrivit OMS, în lume
există peste 4,5 mld. de oameni care suferă de parazitoze ce provoacă anu-
al circa 16 mil. de decese. Apele uzate prezintă mediul cel mai favorabil
pentru răspândirea infecțiilor parazitare. Principalele boli, provocate de
paraziții din apele uzate, sunt prezentate în Tabelul 3.

Tabelul 3. Boli cauzate de helminții din apele uzate
Helminți Boli

Ascaris lumbricoides Ascaridioză
Ancylostoma duodenale Anchilostomiază
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Clonorchis sinensis Fascioloză
Fasciola hepatica Fascioloză

Opisthorchis viverrini Opistorhiază
Schistosoma spp. Schistosomiază

Trichuris spp. Trichocefaloză
Taenia solium Cisticercoză

1.2.2. Impactul poluanților chimici din apele uzate
Apele uzate, fie rezultate din activități industriale, agricole sau reziden-

țiale, conțin o varietate de poluanți chimici. Expunerea la acești compuși,
direct sau indirect, poate avea consecințe grave asupra sănătății umane.

Metale grele
Metalele grele, cum ar fi mercurul, plumbul, cadmiul și arseniul, provin,

de obicei, din deșeuri industriale. Expunerea la aceste metale poate duce la
intoxicări acute sau cronice, leziuni renale, neuropatii și carcenoame.

Pesticide
Reziduurile provenite din practicile agricole pot ajunge în apele de

suprafață și subterane. Acestea pot cauza perturbări endocrine, neurogene
și alte efecte adverse asupra sănătății.

Produse farmaceutice și hormoni
Medicamentele neutilizate sau excretate de asemenea pot ajunge în

apele uzate provocând efecte endocrine sau pot interfera cu sistemele bio-
logice ale organismelor acvatice și ale oamenilor.

Compuși organici volatili
Aceștia provin din deșeuri industriale și au potențial carcinogen, mu-

tagen și toxic.
Expunerea la concentrații mari de poluanți, cum ar fi metalele grele,

poate cauza simptome acute așa ca greață, vomă, diaree și probleme ne-
urologice. De exemplu, plumbul și mercurul pot afecta sistemul nervos,
conducând la diminuarea funcției cognitive, la probleme de comportament
și la deteriorarea coordonării. Pesticidele și compuși farmaceutici pot in-
terfera cu funcția hormonală normală a organismului, generând infertili-
tate, malformații congenitale și tulburări de dezvoltare. Substanțe precum
PCB-urile și unele metale grele pot crește riscul de cancer prin afectarea
ADN-ului sau prin facilitarea creșterii tumorilor.
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1.3. Apele uzate – mediu favorabil pentru dezvoltarea rezistenței
antimicrobiene

Rezistența antimicrobiană este un răspuns evolutiv al microorganis-
melor care poate avea consecințe vitale asupra oamenilor. Deși bacteriile
pot dezvolta rezistență prin mutații spontane, acestea au și capacitatea de
transfer direct de gene între specii (transfer orizontal), ceea ce facilitează„
colaborarea” dintre ele pentru dezvoltarea rapidă a
mecanismelor de re-zistență. Descifrarea mecanismelor de dezvoltare a
rezistenței la antimi- crobieneaprogresatsemnificativdatorită tehnologiilor
de analiză molecu-lară avansată. Cu ajutorul acestor
tehnologii a fost elucidată interacțiuneadintre agenții patogeni, genele de
rezistență și elementele genetice mobile,precum și interacțiunea cu
mediul, cu oamenii și cu animalele. Accesibi-litatea metodelor
de secvențiere a întregului genom și analizele de meta-genomică permit
elaborarea de strategii de sănătate publică, dezvoltareade noi metode de
diagnostic și de tratament al infecțiilor multirezistente șioptimizarea
vaccinurilor.

Ecosistemele acvatice reprezintă unul dintre punctele-cheie în care se
dezvoltă rezistența la antimicrobiene. Din vremuri străvechi se practica
eliberarea în mediu a apelor reziduale care conțineau diverse substanțe,
inclusiv compuși chimici folosiți în medicina umană, veterinară sau în
agricultură. Drept urmare, apele reziduale conțin antibiotice, dezinfectanți,
metale și multe molecule toxice cu activitate antimicrobiană, care au favo-
rizat dezvoltarea genelor de rezistență.

În prezent, numeroase tipuri de antibiotice au fost detectate în diverse
zone, inclusiv în apele subterane, în apele de suprafață și în sol. Antibio-
ticele ajungând în mediu nu afectează doar echilibrul ecologic al micro-
organismelor din mediu, dar și favorizează dezvoltarea de către acestea
a rezistenței la antibiotice, contribuind la apariția genelor de rezistență la
antibiotice (GRA). Aceste fenomene nu sunt doar o amenințare la adresa
vieții și a sănătății umane și animale, ci și un risc ecologic. GRA induse de
antibiotice migrează și se răspândesc rapid în mediu, inclusiv prin transfe-
rul lor orizontal, fiind distribuite pe scară largă în diverse habitate.

Tetraciclina, macrolidele, sulfonamida și genele de rezistență la flu-
orchinolone au fost detectate în stațiile de tratare a apelor uzate ceea ce
confirmă severitatea contaminării mediului cu antibiotice. Chiar dacă uti-



lizarea antibioticelor va fi redusă în viitor, GRA persistă și continuă să se
disperseze pe scară largă prin mecanisme de transfer orizontal de gene de
către elemente genetice mobile care joacă un rol valoros în transmiterea
acestora.

Figura 2. Traseul BRA și GRA în corelație cu dispersia antibioticelor
în mediile acvatice

Răspândirea bacteriilor rezistente la antimicrobiene (BRA) și GRA
prin contaminarea fecală are loc prin trei moduri diferite: (1) omul poate fi
contaminat cu un agent patogen rezistent la antibiotice prin ingestia directă
de apă potabilă, deși nu are loc transmiterea de la om la om; (2) transmi-
terea de la om la om are loc după o infecție directă prin consumul de apă
contaminată; (3) transfer orizontal de GRA către agenții patogeni umani
(Figura 2).

Bacteriile rezistente la antimicrobiene pot cauza infecții care nu mai
răspund la tratamentele obișnuite, făcând aceste infecții mai greu de tratat,
iar uneori letale. Tratarea infecțiilor cauzate de BRA necesită adesea spita-
lizare îndelungată și medicamente mai costisitoare. Prevalența crescută a
BRA poate pune în pericol procedurile medicale de rutină, inclusiv inter-
vențiile chirurgicale, transplanturile și tratamentele pentru cancer.
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Capitolul 2. Epurarea apelor uzate

2.1 Sistemele convenționale de tratare
Înțelegerea naturii apelor uzate este fundamentală pentru proiectarea

corespunzătoare a instalațiilor de epurare a apelor uzate și selectarea teh-
nologiilor eficiente de tratare. Contaminanții din apele uzate pot fi înlătu-
rați prin metode biologice, fizice și chimice.

Pentru obținerea unui efluent acceptabil, procesul de epurare a apelor
uzate se compune din trei sau din patru etape: preliminară, primară, secun-
dară și terțiară sau avansată.

La etapa 1 (preliminară), unele caracteristici nefavorabile de bază sunt
reduse și apele uzate sunt pregătite pentru continuarea tratării. Procesele de
tratare preliminară constau în operațiuni fizice unitare, cum ar fi cernere,
mărunțire, îndepărtarea nisipului, flotație, egalizarea fluxului, manipularea
vidanjului și metode de control al mirosului. Această tratare reduce con-
sumul biochimic de oxigen (CBO) din apele uzate de la 15 până la 30%.

Tratarea primară acționează ca un precursor pentru tratarea secundară
și implică operații fizice (cernere, sedimentare) și preaerisire sau floculare
mecanică cu aditivi chimici. Efluentul lichid din tratarea primară se ca-
racterizează printr-o cantitate mare de materii organice în suspensie și un
CBO mare (aproximativ 60% din CBO inițial).

La tratarea secundară, materia organică este îndepărtată prin procese
biologice, fie în condiții aerobe, fie anaerobe. Unități biologice aerobe sunt:
• Filtre (filtre de nisip intermitente, filtre de scurgere)
• Bazine de aerare, de alimentare cu nămol activ recirculat
• Iazuri de oxidare și lagune aerate

Unități biologice anaerobe sunt:
• Lagune anaerobe
• Fose septice
• Rezervoare septice ecologice Inhoff etc.

Etapa finală este tratamentul terțiar pentru a îndepărta cantități sem-
nificative de azot, de fosfor, de metale grele, de substanțe organice biode-
gradabile, de bacterii și de virusuri. În acest scop se folosesc coagularea
chimică, flocularea și sedimentarea, urmate de filtrarea cu cărbune activ.
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Pentru îndepărtarea unor ioni specifici sau pentru reducerea solidelor di-
zolvate sunt utilizate schimbul de ioni și osmoza inversă.

Nămolul de epurare constă din solidele organice și anorganice, pre-
zente în deșeurile brute care au fost îndepărtate în decantorul primar, și
solidele organice generate la tratarea secundară și eliminate în decantorul
secundar sau într-un proces de îngroșare separat. Acesta are o compozi-
ție complexă, conținând niveluri ridicate de materie organică și mai multe
substanțe nutritive. Gestionarea nămolului este o activitate foarte comple-
xă și costisitoare.

În prezent sunt dezvoltate noi tehnologii și tehnici de management
al apelor uzate ca răspuns la limitările economice, sociale și de mediu în
continuă creștere ale sistemelor convenționale de epurare a apelor uzate.
Noile abordări includ procese naturale și sunt proiectate ținând cont de
durabilitate, spre deosebire de sistemele convenționale care sunt mari con-
sumatoare de energie și dependente de substanțe chimice utilizate.

2.2. Sistemele naturale de epurare și zonele umede construite
Pentru a evita contaminarea apei potabile, autoritățile locale au con-

struit instalații mari, convenționale, de tratare a apelor uzate. Aceste facili-
tăți pot fi aplicate doar în zonele puternic urbanizate, nu și în zonele rurale,
în comunitățile mici izolate și / sau periurbane, unde apele uzate se evacu-
ează, de obicei, în fose septice. Din cauza lipsei unităților de tratare a apelor
uzate, o practică comună este evacuarea ilegală a foselor septice în cursuri
de apă adiacente sau în ape pluviale. O soluție ideală pentru soluționarea
acestei probleme și pentru tratarea apelor uzate în aceste zone ar fi construi-
rea de sisteme naturale de tratare (SNT) ce includ metode de tratare terestră.

2.2.1 Metode de tratare terestră
Aceste metode au la bază reacțiile fizice, chimice și biologice asupra

și în matricea solului. După un tratament preliminar, apele uzate sunt de-
versate pe sol (cu sau fără vegetație). Aceste tehnologii au o rată scăzută,
infiltrare rapidă și sisteme de curgere pe uscat, precum și combinații ale
acestor tipuri. În metodele сu o rată scăzută (RS) și curgere pe uscat (CU),
vegetația constituie o componentă de tratare semnificativă, iar în infiltra-
rea rapidă vegetația nu este necesară.
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2.2.2. Iazuri de stabilizare a apelor uzate
Această metodă presupune prezența iazurilor deschise, a căror funcție

de tratare depinde de lumina soarelui, de viața microbiană și de formele
inferioare de plante și de animale. Materia organică se descompune în mod
natural, de exemplu, biologic. Cu contribuția bacteriilor și algelor, apele
uzate sunt stabilizate, iar agenții patogeni sunt reduși. În general, conținu-
tul organic al efluentului este transformat în forme mai stabile. Timpul de
retenție variază între 30 și 120 de zile. Iazurile de stabilizare pot fi: lagune
de canalizare, de oxidare, redox, de maturare, facultative, anaerobe, aerobe
și iazuri aerate. Ele pot fi folosite în diferite condiții meteorologice inde-
pendent, în serie cu diferite tipuri de iazuri (de exemplu, cu iazuri anaero-
be, facultative și  de maturare) sau în combinație cu alte sisteme.

2.2.3. Zonele umede construite
Zonele umede construite (ZUC) sunt ecosisteme naturale, unde apele

reziduale sunt introduse pentru epurare biologică și fizică într-un filtru (ni-
sip și pietriș) pe care crește vegetație. Tratarea apelor uzate este asigurată
prin activitatea bacteriilor de pe biofilmul substratului și filtrului fizic, și
prin efectele absorbante. Pentru accelerarea procesului, pe toată suprafaţa
filtrului de nisip se cresc plante, de obicei trestie sau stuf. În comparație
cu tehnologiile tradiționale de tratare, ZUC sunt sisteme pasive de tratare
care oferă o soluție rentabilă și ecologică pentru remedierea apelor uzate
de diferite origini (Figura 3).

În prezent sunt cunoscute trei tipuri de zone umede construite: sisteme
de curgere liberă (FWS) a apelor de suprafață, sisteme de curgere orizonta-
lă a apelor subterane (HF) și sisteme cu curgere verticală (VF).

Figura 3. Schița unei ZUC cu flux vertical
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ZUC cu sistem liber de curgere a apelor de suprafață constau din
unul sau mai multe bazine sau canale impermeabile cu vegetație și de mică
adâncime (40-60 cm adâncime), umplute cu pământ, cu vegetație nativă
plantată (de exemplu, papură, stuf și / sau papură) și echipate cu structuri
de intrare și de evacuare corespunzătoare. Apa uzată curge la adâncimi de
la 10 până la 30 cm sau chiar 45 cm și este expusă atmosferei, vântului și
luminii directe a soarelui.

O zonă anoxică/anaerobă predomină în partea de jos a zonei umede, în
timp ce o zonă aerobă există aproape de suprafață, oxigenată din atmosferă
prin reaerare, ca urmare a legănării plantelor în vânt. În timp ce apa uzată
curge prin zona umedă, au loc simultan procese fizice, chimice și biologice
care elimină poluanții. Deși stratul de sol sub apă este anaerob, rădăcinile
plantelor eliberează oxigen în zonă, ducând la crearea unui mediu cu o
activitate biologică și chimică complexă.

ZUC cu sisteme de curgere orizontală a apelor subterane (HF) sunt
canale umplute cu pietriș grosier și cu nisip, și plantate cu vegetație acva-
tică. Fundul canalului, aflat la o adâncime de la 0,5 până la 1m (3-32 mm în
diametru), este aliniat pe o căptușeală impermeabilă (argilă sau geomem-
brană impermeabilă) cu scopul de a preveni pierderile. Apele uzate trebuie
să rămână sub suprafața mediului poros care curge prin pori în jurul rădă-
cinilor și a rizomilor plantelor. Fundul canalului ar trebui să fie de mare și
de mică adâncime, astfel încât traseul de curgere a apei să fie maximizat,
iar o zonă de intrare largă asigură o distribuire uniformă a fluxului. Panta
fundului canalului este, în mod normal, de 1%. Vegetația zonelor umede
construite se compune din orice plante cu rădăcini adânci, extinse, care
pot crește în medii umede, bogate în nutrienți. Apele uzate sunt purificate
în momentul în care intră în contact cu mediul de filtrare și cu rădăcinile
plantelor.

ZUC cu curgere verticală (VF) sunt paturi de filtrare cultivate cu plan-
te acvatice (Anexa 1). Apele uzate sunt introduse la suprafața acestor zone
umede printr-o rețea de conducte perforate pentru a se obține o inundare
uniformă. Apa coboară gravitațional prin matricea filtrului și ajunge la
stratul de drenaj (de jos), care conține o rețea de tuburi de colectare și de
aerare perforate. Patul conține diferite straturi cu diferite gradații. Primul
strat constă din pietriș utilizat pentru drenaj (minim 20 cm grosime), urmat,
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în partea de sus, de straturi de pietriș și de nisip (strat de suprafață cu gro-
simea de 10-30 cm). Stratul superior este plantat și vegetației îi este permis
să dezvolte rădăcini adânci, extinse care să pătrundă în mediul de filtrare.
Adâncimea totală variază de la 0,90 m până la 1,20 m. Pentru drenaj este
nevoie de o pantă a patului de 1 %. ZUC cu flux vertical poate opera cu:
flux intermitent, descendent nesaturat, saturat sau descendent și flux ma-
real. În aceste sisteme apar două faze: faza de inundare și faza de uscare.
Diferența importantă dintre o ZUC cu flux vertical și una cu flux orizontal
subteran este nu doar direcția căii de curgere, ci, mai degrabă, ciclurile de
umplere și de uscare, și condițiile aerobe îmbunătățite în cazul ZUC cu
flux vertical. Aceste deosebiri duc la cerințe reduse în această zonă umedă.

Zonele umede construite au un șir de avantaje: consum scăzut de ener-
gie, exploatare şi întreținere ușoară, adaptabile la schimbările sezoniere, în-
lăturare eficientă a agenților patogeni și a nutrienților, încadrare armonioasă
în peisaj, lipsa de poluare sonoră, posibilitate de epurare a apelor brute, ges-
tionare minimă a nămolului. Sistemul ZUC are și un dezavantaj – necesită
mult spațiu, iar dacă proiectul prevede o epurare prealabilă, este necesară
evacuarea sistematică a nămolului şi tăierea anuală a vegetației. Cu toate
acestea, utilizarea vegetației tăiate din ZUC (producerea de brichete şi de
peleţi) poate aduce şi avantaje economice. ZUC permite eliminarea a peste
80 % din materiile corganice (CCO-Cr) şi a 100% din agenţii patogeni. In-
vestițiile inițiale de asemenea sunt mai mici și se ridică la aproximativ 5,5
mil. de USD, comparativ cu 10 mil. de USD care ar fi necesare pentru o stație
convențională de tratare a apelor uzate de capacitate similară.

Zonele umede construite sunt destinate epurării apelor menajere în
două trepte și permit eliminarea compuşilor organici (CBO, CCO), mate-
rialelor în suspensie, a nutrienţilor (N şi P) şi a microorganismelor pato-
gene. Eficienţa zonei umede construite, controlată prin analiza consumului
chimic de oxigen (CCO-Cr) şi al consumului biochimic de oxigen (CBO),
este de 77-93% şi, respectiv, 94-95%. Zonele umede construite, pe lângă
îmbunătăţirea calităţii apelor uzate prin înlăturarea compuşilor azotului,
metalelor grele, materiei organice etc., s-au dovedit a fi un procedeu mai
puţin costisitor în exploatare şi rezistent la temperaturi joase.

În zonele urbane, populația este principala sursă de reziduuri de an-
tibiotice, de bacterii rezistente la antibiotice și de gene de rezistență la
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antibiotice, excretate prin fecale și transportate la stațiile de tratare a apelor
uzate. Deși aceste instalații reduc în mod eficient conținutul de nutrienți
și încărcătura bacteriană din apele uzate la niveluri acceptabile înainte de
evacuare, tratamentele convenționale sunt departe de a fi optime în înde-
părtarea compușilor farmaceutici (inclusiv a antibioticelor).

2.3. Zonele umede construite din Republica Moldova
În Republica Moldova există o serie de zone umede proiectate și con-

struite cu implicarea experților străini și cu finanțarea agențiilor internați-
onale (ApaSan, Elveția, SKAT, Austria, BERD etc.). Norme de proiectare
aprobate oficial pentru ZUC nu există, iar evidența funcționării lor stabile
și eficiența tehnologiilor trebuie studiate în continuare, pe baza experienței
de funcționare în Republica Moldova.

Prima stație de epurare de zonă umedă construită a fost construită în
apropierea mănăstirii Căpriana în 2006, proiectată ca un stadiu avansat de
tratare a apelor uzate, în urma tratării biologice.

În perioada 2007-2012, mai multe stații de tratare a apelor uzate de
acest tip au fost construite pentru obiecte izolate în satele Brătuleni, Iurceni,
Cristești, Negrea, Sărata Galbenă, Drăgușenii Noi, Rusca. De regulă, doar
o parte din aceste localități (de obicei, o școală, o grădiniță pentru copii,
administrația locală și o parte din casele particulare legate de aprovizionarea
centralizată și de canalizare) au fost conectate la stația de epurare. Schema
convențională a acestor stații de tratare implică pomparea (dacă relieful per-
mite - prin gravitație), filtrarea (un strat de pietriș), rezervoare de stabilizare,
una până la patru secțiuni de facilități de bază și o gură de evacuare a apelor
tratate. Stația de epurare de la Rusca implică o fosă septică (ca o primă etapă
de tratare), construită în 2007, a doua etapă este o ZUC cu patru paturi ori-
zontale de 300 m² fiecare, umplute cu pietriș, a căror suprafață este cultivată
cu stuf. Capacitatea de tratare este de 40 m³/zi. Adăugător a fost construit un
sistem de canalizare de 700 de m, ceea ce a permis conectarea la stația de
epurare a 50 de case particulare din satul Rusca.

În septembrie 2013, în mun. Orhei a fost pusă în funcţiune cea mai
mare staţie de acest fel din Europa.

În prezent, doar 24% din populaţia Moldovei este conectată la instala-
ţii de epurare a apelor uzate.
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2.3.1. Zona umedă construită din raionul Orhei, satul Seliște
ZUC Orhei este proiectată cu o capacitate suficientă pentru tratarea

tuturor apelor uzate generate de orașul Orhei și la niveluri de eficiență con-
form cu cerințele UE. Se estimează că ea va genera economii de energie
de 40% pe metru cub tratat și va reduce cantitatea de poluanți deversați
în mediu datorită performanței ridicate de tratare. Construcția ZUC a fost
finanțată din Grantul pentru Dezvoltare Regională și Protecție Socială (2,9
mil. de USD), Uniunea Europeană, Fondul Ecologic Național al Ministe-
rului Mediului (2,2 mil. de USD) și Proiectul național de alimentare cu apă
și canalizare (0,4 mil. de USD), Banca Mondială. Costul ZUC Orhei este
de aproximativ 4,8 mil./de euro.

ZUC Orhei ocupă o suprafață de 5 ha și are conducta de intrare din
oraș, cameră de recepţie, deznisipator, şnec cu instalaţie de malaxare, staţie
de pompare, etapa 1, cu unitate de preaerare şi egalizare - linia 1, linia 2,
linia 3, linia 4, vane de control pentru alimentarea liniilor 1, 2, 3, 4; bloc
administrativ, bloc de generatoare; staţie de pompare, etapa 2 - linia 1, 2,
3, 4; sistem de evacuare a apelor reziduale epurate cu staţie de dezinfectare
bazată pe folosirea hipocloritului de sodiu.

Capacitatea de epurare biologică a apelor uzate la ZUC Orhei, datorită
instalațiilor de preaerare din rezervoarele de egalizare, este de 4400 m3/zi,
2000 kgCBO5/zi.

Etapa de preaerare permite reducerea considerabilă a încărcăturilor orga-
nice. La tratarea prealabilă a încărcării industriale, conform Regulamentului
de recepţie a apelor uzate în sistemul de canalizare centralizat, ZUC poate
obţine limite de deversare de 6 000 m3/zi, prin adăugarea procesului de preae-
rare. ZUC poate funcţiona eficient fără procesul de preaerare pentru influentul
sumar, constituit din ape uzate menajere, şi de producere cu capacitatea de
2700 m3/zi şi încărcarea cu poluanţi organici în valoare de 1200 kgCBO5/zi.

Componenţa staţiei ZUC, care asigură cerinţele de funcţionare de la
populaţia cu acces la sistemul centralizat de canalizare de 14652 locuitori,
necanalizat - până la 6216 locuitori (volumul apelor uzate în influent - 2110
m3/zi, ape uzate industriale - 487 m3/zi), este următoarea:
a) Instalație tehnologică primară: stație de epurare care recepționează

apele uzate brute prin colectorul principal din mun. Orhei. Aceasta
constă din două canale echipate cu grătare şi cu utilaj de curăţare a
grătarului, de reţinere a nisipului. Fiecare unitate include un sistem de
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aerare cu hidroelevator pentru pomparea nisipului sedimentat spre ca-
mera de colectare a nisipului cu ulterioara lui evacuare într-un depozit
de deşeuri. După deznisipator, apele uzate trec printr-un canal deschis
echipat cu un baraj-deversor cu stavile. Instalaţia este dotată cu o con-
ductă de preaplin şi cu un canal de centură (by-pass).

b) Rezervorul de egalizare şi staţia de pompare principală. Rezervorul
este compus din două camere din beton armat cu o capacitate totală de
1400 m3 și este echipat cu patru jeturi de flux, patru mixere şi opt pom-
pe electrice submersibile pentru alimentarea zonei umede construite.

c) Zona umedă construită este compusă din patru linii/trepte (suprafaţa
totală de 4,5 ha). Fiecare linie funcționează consecutiv: etapa 1 - plat-
forma de stuf filtrantă pentru apele uzate brute (PSF), plantată pe toată
suprafaţa cu plante hidrofile, este alcătuită din patru linii ce funcți-
onează paralel: fiecare linie este divizată în trei sectoare alimentate
alternativ de supape/vane dirijate automat; etapa a 2-a - platforma cu
flux vertical (PFV), plantată pe toată suprafaţa cu plante hidrofile.
Fluxul vertical este compus din patru linii ce funcționează paralel:
fiecare linie este divizată în patru sectoare, alimentate alternativ prin
intermediul a patru pompe centrifuge submersibile (staţia de pompare
de treapta a doua).

d) Staţie de dezinfectare, bazată pe tehnologia folosirii hipoclorituiui de
sodiu, este situată în amonte de staţia de pompare a apelor efluente.

e) Staţia de pompare a apei epurate în punctul de deversare: transpor-
tarea apelor uzate epurate în r. Răut se efectuează prin conducta sub
presiune cu lungimea de 1,45 lan.

f) Instalaţii auxiliare: clădiri operaţionale, inclusiv camere pentru şedin-
ţe, personal, camera pentru staţie şi camera de dozare. Staţia este do-
tată și cu o substaţie de generare a curentului electric (Diesel (1x400
KVA)). Încăperile sunt asigurate cu sisteme de iluminare şi de distri-
buire a energiei electrice de putere mică pentru asigurarea iluminatu-
lui exterior, parcare auto.
Nămolul din apele uzate brute se depozitează direct pe platformele de

stuf filtrant PSF (etapa 1). Creșterea nămolului depozitat este planificată în
conformitate cu literatura de specialitate la 15-20 mm/an. Lucrările prima-
re de evacuare a nămolului se desfășoară la atingerea grosimii pe PSF de
30 cm, după o perioadă de circa 12-15 ani. După 10-12 ani de funcționare
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începe activitatea de monitorizare a procesului de sedimentare a nămolu-
lui: evaluarea grosimii şi compoziţiei nămolului în scopul verificării dacă
calitatea lui corespunde cerinţelor de utilizare în agricultură. Apa separată
de nămol se colectează în rezervorul de egalizare, la întrare în ZUC. Deşe-
urile solide captate pe grătare sunt transportate, după dezinfectarea preli-
minară cu hipoclorit de sodiu, la gunoiştea autorizată a localităţii.

Apele reziduale, epurate şi dezinfectate cu hipoclorit de sodiu, sunt
deversate în r. Răut, cu asigurarea concentraţiei în ele a substanţelor în
suspensie de - 35,0 mg/l, CCO - 125 mgO2/l, CBO5 – 25,0 mgO2/l, E. coli
- 5000 UFC/l, lipsa florei patogene și a ouălor de helminţi.

Controlul calităţii apelor reziduale la parametri sanitaro-chimici şi mi-
crobiologici se efectuează de laboratorul departamental al Regiei Apă Ca-
nal Orhei. Aprovizionarea cu apă potabilă în volum de 2,0 m3/zi se efectu-
ează din sonda arteziană din adiacență, calitatea apei din sondă corespunde
normelor sanitare în vigoare. Terenul de amplasare a staţiei de epurare este
amenajat şi îngrădit, iar zona de protecţie sanitară corespunde cerinţelor
SNiP 2.04.03- 85 “Canalizarea. Reţele şi instalaţii externe”.

Zona umedă construită Orhei (ORH-CW) deservește aproximativ 26 000
de locuitori și câteva agroindustrii, și este alcătuită din patru linii care funcțio-
nează în paralel, fiecare cu două trepte de curgere verticale în serie (Figura 4).

Figura 4. Desen schematic al stației de epurare CW de la Orhei (R. Moldova)
RBF: sistem francez de stuf (etapa I); VF: Flux vertical (etapa a 2-a). În ambele
cazuri, punctele galbene indică locația punctelor de prelevare planificate de-a

lungul transectului influent-efluent
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Capitolul 3. Analiza reziduurilor
de antimicrobiene în apă

3.1. Generalități
Conform recomandărilor Organizației Internaționale de Standardizare

(ISO 5667-1:2020), apa și sedimentul trebuie colectate și procesate înainte
de a fi transportate la laborator pentru analiza chimică și moleculară.

3.2. Identificarea probei
Toate recipientele pentru colectarea probelor trebuie să fie marcate

clar și fără ambiguitate, astfel încât rezultatele analitice ulterioare să poată
fi interpretate corect. Pentru fiecare probă se completează un formular, în
momentul recoltării probei, care se va lipi cu grijă pe recipient, acoperit cu
bandă adezivă transparentă (pentru a nu pierde fișa în timpul congelării/
refrigerării/expedierii).

3.3. Prelevarea și transportarea probelor
Recoltarea probelor de apă se realizează conform standardului ISO

5667-6 privind prelevarea de probe din râuri și pâraie.

3.3.1. Preleva-
rea probelor de apă
pentru analiza rezi-
duurilor de antimi-
crobiene

Probele de apă
pentru analiza pro-
duselor farmaceuti-
ce trebuie colectate
în sticle de polie-
tilenă de culoare
chihlimbar (Figura
5), în care se toarnă
soluție de 10% de
HNO

Figura 5. Sticle din polietilenă de culoare chihlimbar
recomandate pentru recoltarea probelor de apă pentru

analize chimice
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pentru 24 de ore. Înainte de prelevarea probei, sticlele se clătesc cu apă
ultrapurificată (MilliQ sau prin alt sistem disponibil).

Procedura
Eșantionare pe teren: la locul de prelevare, clătiți bine sticla cu apă

pură (de trei ori). Luați 1 L de probă de apă și colectați apa scufundând
sticla în direcția opusă fluxului de apă. Umpleți sticla maximum 70% din
volumul capacității (≈700 ml), pentru a evita fisurarea acesteia la îngheț.

Dacă este posibil, se recomandă măsurarea la locul de prelevare a va-
riabilelor fizico-chimice de bază, cum ar fi temperatura, pH-ul, conductibi-
litatea și oxigenul dizolvat.

Includeți o probă martor: o sticlă cu aceeași procedură de eșantionare,
dar cu apă de la robinet.

Transportarea probelor: transportați probele la laborator la rece și la
întuneric (-20 °C, dacă este posibil, sau 4 °C), cutie frigorifică portabilă și
pachete de congelare.

Notați condițiile meteorologice din timpul zilei și orice caracteristică a
probelor de apă pe care o observați (culoare, miros, prezența spumei etc.).

Prelucrare în laborator: păstrați probele la -20°C până la expediere.

3.3.2. Prelevarea sedimentului
Procedura. Din fiecare punct selectat se colectează, de la suprafață,

aproximativ 1kg de sediment într-o găleată, folosind o lopată sterilă sau
un dispozitiv similar, în funcție de tipul probei și de accesibilitatea la locul
de colectare (Figura 6). Ulterior, circa 0,25 kg de sediment se transferă în
recipiente de polietilenă de 1L care se păstrează la 4ºC. Se recomandă de
acoperit sedimentul cu un strat de apă colectată din același loc, pentru a
evita uscarea în timpul depozitării și transportării.

Suplimentar, circa 1L de apă de râu (recipiente din polietilenă păstrate la
4ºC) trebuie colectat la fiecare loc pentru metoda de cernere umedă. Această
apă trebuie transmisă la laborator împreună cu probele de sediment.

Odată ajunse în laborator, atât probele de apă, cât și de sediment (in-
clusiv apa pentru cernerea umedă) trebuie imediat congelate la –20ºC și
depozitate până la expediere. oate etapele de prelevare și de conservare
trebuie înregistrate în raportul de eșantionare.
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A B C

Figura 6. (A) Ekman grab, (B) Van Ven, (C) După colectare, sedimentul trebuie
plasat într-un recipient adecvat (de exemplu, recipient din polipropilenă) cu un

strat de apă deasupra, pentru a evita uscarea în timpul transportării

3.3.3. Transportarea probelor
Transportarea probelor la laborator trebuie făcută cât mai curând po-

sibil (24-48 de ore), în recipiente adecvate umplute cu gheață carbonică.
Unele antimicrobiene, cum ar fi fluorchinolonele, tetraciclinele și macro-
lidele, sunt extrem de labile chiar și după congelare. Dacă nu dispuneți de
gheață carbonică, umpleți recipientele cu pungi de gheață pentru a menține
probele cât mai reci posibil în timpul transportării.
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Capitolul 4. Analize moleculare

4.1. Generalități
Scopul acestor investigații este caracterizarea detaliată a comunităților

bacteriene și a resistomului, mobilomului și viromului probelor colectate
folosind metagenomica. Toate investigațiile se bazează pe extracția corectă
a ADN-ului de înaltă puritate și calitate din microbiota acvatică sau sedi-
mentată. Procesarea și transportul probelor sunt menite să mențină integri-
tatea celulelor bacteriene pentru a evita degradarea acizilor nucleici.

4.2. Comunitățile țintă
Proiectul se concentrează pe apă și pe substraturi de sedimente/pat

colectate de-a lungul unui transect spațial în ambele CW.
• Comunități-țintă: apă/sedimente/organisme acvatice/substraturi

(ZUC Orhei)
• Investigații-țintă: scopul este de a efectua o secvențiere metageno-

mică pentru a obține secvențe de gene care vor fi apoi supuse proce-
sării bioinformatice pentru a identifica și a cuantifica diferite gene:
o genele ARNr 16S pentru a caracteriza compoziția comunității

bacteriene
o grupul de gene de rezistență la antibiotice (GRA) din probă (re-

zistomul)
o grupul de elemente genetice mobile (EGM) din probă (mobi-

lom)
o grupul de gene virale, pentru a caracteriza compoziția și struc-

tura comunităților virale (viromul)

4.3. Colectarea, prelucrarea și depozitarea probelor
Probele trebuie colectate la fiecare loc selectat împreună cu probele

destinate analizelor chimice (vezi secțiunile anterioare). Toate recipientele
pentru eșantioane vor fi etichetate în mod clar, fără ambiguitate, astfel încât
rezultatele analitice ulterioare să poată fi interpretate corect.

Probele pentru analiza moleculară trebuie procesate diferit, în funcție
de tipul de eșantion (apă sau sediment), după cum este descris în continu-
are.
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4.3.1. Probe de apă
Apa trebuie colectată la fiecare loc de prelevare, folosind vase sterile

din polipropilenă sau din borosilicat cu o capacitate de 1–2 litri (Figura 7).
La punctul de prelevare, sticla se clătește bine cu apa care urmează să

fie prelevată (de trei ori). Recipientele se umplu COMPLET (≈ 1.000 ml).
Se colectează trei probe la fiecare punct de prelevare. Probele colectate
se păstrează (până la expediere) și se transportă la laborator la rece și la
întuneric (4ºC).

În caz că apele reziduale sunt filtrate, odată ajunse în laborator, un
volum cunoscut de apă (1 litru sau volume mai mari (2 litri) pentru a ga-
ranta suficient ADN pentru analizele în aval) trebuie filtrat prin membrane
cu dimensiunea porilor de 0,2 µm în diametru (ISOPORE 0,2 µm GTTP
47 mm), Millipore, Ref. GTTP04700), folosind un dispozitiv de filtrare
adecvat (Figura 8). Replicatele sunt obligatorii (două-trei filtre per probă).

Fiecare filtru trebuie apoi pliat cu grijă și introdus în tuburi Eppendorf
sterile de 2 ml (etichetate corespunzător). Filtrele pot fi apoi depozitate
la–20ºC până la livrarea către laborator.

4.3.2. Probe de sediment
Probele pot fi colectate folosind o lopată sterilă, așa cum s-a recoman-

dat anterior (vezi Secțiunea 3.3.2). Din fiecare probă, 5-10 g de sediment
se plasează în flacoane sterile de 15 ml (etichetate corespunzător) care tre-
buie păstrate pe gheață (în cutie frigorifică portabilă) până la sosirea în
laborator. Odată ajunse în laborator, probele pot fi păstrate la –20ºC până
la expedierea către laborator pentru efectuarea analizelor metagenomice.

A B

Figura 7. Vase sterile din sticlă borosilicată (A) sau din polipropilenă (B).
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Figura 8. Filtrarea apei prin membrane de policarbonat de 0,2 µm (ISOPORE),
folosind dispozitive standard de filtrare și o pompă de vid

4.4. Transportarea probelor

4.4.1 Expedierea probelor integrale pentru investigații moleculare
Sticlele trebuie plasate într-un recipient adecvat (de exemplu, cutie de

spumă, cutie de EPS) umplut cu pungi de gheață pentru a menține probele
la rece în timpul transportării (4ºC).

4.4.2 Expedierea probelor de ape reziduale filtrate pentru analize
moleculare

Filtrele înghețate cu biomasa colectată (tuburi Eppendorf) și mostre-
le de sedimente înghețate (tuburi Falcon) trebuie expediate la laboratorul
de efectuare a investigațiilor metagenomice în containere adecvate și cu
gheață carbonică (livrare în 24 de ore pentru a evita decongelarea în timpul
transportului). Aceste probe vor fi procesate în laborator pentru a extrage
ADN genomic de înaltă puritate și calitate pentru analize metagenomice.

4.5. Extracția și secvențierea metagenomică a ADN-ului
ADN-ul total poate fi extras în trei exemplare din 500 mg de sediment,

din 500 mg de intestine de dafnii sau de melci per probă, folosind un kit
Fast DNA Spin for Feces (MP Biomedicals), conform instrucțiunilor pro-
ducătorului. Extracția totală a ADN-ului din apă (filtru) poate fi efectuată
conform protocolului pentru kitul DNeasy PowerSoil (Qiagen). Fiecare fil-
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tru va fi plasat într-un tub steril de 5 ml, în care va fi transferat conținutul
tubului PowerBead și se va adăuga soluție C1. Tuburile cu filtre vor fi apoi
așezate pe un vortex sau un bead-beater (MP Biomedicals). Următorii pași
de extracție a ADN-ului vor fi efectuați conform instrucțiunilor producăto-
rului. Concentrația și puritatea extractelor de ADN vor fi analizate folosind
metode fluorometrice (QUBIT®).

4.6. Izolarea ADN-ului total din bacterii Gram-pozitive,
Gram-negative și levuri

Setul descris este conceput pentru izolarea rapidă a ADN-ului genomic
pur din orice bacterie Gram-pozitivă, Gram-negativă și din levuri. Anumite
specii bacteriene sunt rezistente la lizare, astfel încât pot fi necesare alte
enzime suplimentare decât lizozimul. De exemplu, liza stafilococilor este
mult mai eficientă la utilizarea lisostafinei. Pentru o liză eficientă a levuri-
lor este necesară zimolaza sau liticaza.

Tabelul 4. Conținutul setului de izolare a ADN-ului

Conținut 50 de
pregătiri

150 de
pregătiri

Depozitare/
Stabilitate

Tampon BG 1,8 ml 5,4 ml 15-25°C
Lyse BG 33 ml 100 ml 15-25°C
BL * 3 ml 9 ml – 20°C
RNază A (10 mg/ml) 0,12 ml 0,36 ml 2-8°C
Proteinaza K (20 mg/ml) 0,9 ml 2,7 ml – 20°C
Soluție BG 21 ml 63 ml 15-25°C
Tampon de spălare BGX 55 ml 165 ml 15-25°C
Eluare 6 ml 18 ml 15-25°C
Coloane de legare ADN 50 3 x 50 15-25°C

* Conține lizozim (20 mg/ml).

4.6.1. Cantitatea maximă de probă
Capacitatea maximă de legare a coloanei pentru ADN este de 25 µg.

Pentru a obține cea mai înaltă calitate a ADN-ului, este necesar de a folo-
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si culturi bacteriene fie în fază staționară, fie în fază log. Ținând cont de
diferențele în caracteristicile de creștere ale bacteriilor și ale speciilor de
levuri, se recomandă efectuarea unui test preliminar pentru determinarea
cantității optime de pornire. În general, greutatea peletelui celular nu tre-
buie să depășească 50 mg pe o singură minicoloană, iar volumul de cultură
nu trebuie să depășească 1,0 ml pe o singură minicoloană. Nu se utilizează
mai mult de 1 x 10⁹ celule de levuri per un singur preparat. În cazul ob-
turării minicoloanelor din cauza vâscozității ridicate a lizatului, se reduce
cantitatea inițială de bacterii sau de levuri utilizate pentru izolare.

4.6.2. Depozitarea compușilor
Odată despachetat, componentele kitului se păstrează la temperatura

camerei, cu excepția tamponului BL (cu lizozim) și a proteinazei K, care
trebuie păstrate la -20°C. RNaza A se păstrează la 2-8°C.

Toate soluțiile trebuie păstrate ermetic închise pentru a evita evapo-
rarea și modificările rezultate ale concentrației componentelor tampon.
Pentru a obține un ADN de înaltă calitate, este necesar de a respecta cu
rigurozitate protocolul.

4.6.3. Echipamentele și reactivii necesari
Echipamentele necesare: microcentrifugă, mănuși de unică folosință,

vârfuri de pipetă sterile, tuburi sterile de 1,5–2 ml, un bloc de încălzire
pentru incubare la 30–55°C.

Reactivii necesari: pentru izolarea simultană a ADN-ului genomic și
plasmidic din levuri - etanol [96–100% v/v]; pentru protocolul de levuri –
β mercaptoetanol (14,3 M, β ME).

4.6.4. Protocol de cercetare
Partea I. Prepararea și liza celulelor
Bacterii:

1. Se amestecă într-un tub Eppendorf de 1,5 ml:
A. 100 μl cultură bacteriană de 24 de ore și 200 μl tampon Lyse BG.
Sau:
B. Se alege colonia bacteriană direct din placa de geloză și se suspendă

în 300 μl tampon Lyse BG.
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Sau:
C. Se creează pelete bacteriene din 0,1–1,5ml de cultură peste noapte

prin centrifugare și se descarcă supernatantul, asigurându-se că tot
lichidul este îndepărtat complet. Se resuspendează peletele bacterie-
ne în 300 μl tampon Lyse BG.
• Pentru a obține un randament maxim de ADN, este esențial să

se resuspendeze complet peletele de celule bacteriene.
• ADN-ul de cea mai înaltă calitate este obținut din culturi bac-

teriene, care se află fie în faza logaritmică, fie în faza staționară
timpurie.

2. Se adaugă 50 μl tampon BL şi 2μl plRNaza A la suspensia de celule
(p. 1.). Se amestecă prin răsturnarea de mai multe ori, pipetare sau
vortexare timp de 3 s.
• Pentru liza eficientă a unor specii bacteriene, pot fi necesare alte

enzime decât lizozimul.
3. Se incubează proba la 37°C timp de 15 minute.

Levuri:
1. Se peletează celulele de levuri dintr-un volum adecvat de cultură

prin centrifugare (greutatea peletelui nu trebuie să depășească 50 mg).
Se păstrează peletele și se aruncă supernatantul, asigurându-se că tot

lichidul este îndepărtat complet.
Se resuspendează peletele de levuri în 300 μl tampon Lyse BG.
• Pentru a obține un randament maxim de ADN, este esențial să

fie resuspendate complet celulele de levuri.
• Datorită caracteristicilor diferite de creștere ale speciilor de le-

vuri, se recomandă efectuarea unui test preliminar pentru de-
terminarea volumului optim de pornire. Greutatea peletelui nu
trebuie să depășească 50 mg pe o minicoloană. Nu se utilizează
mai mult de 1x109 celule de levuri pentru o singură preparare.

• Se adaugă 1 µl de β-mercaptoetanol (β-ME) per 1 ml Lyse BG
înainte de utilizare. Lyse BG este stabilă timp de 1 lună după
adăugarea β-ME.

2. Se centrifughează timp de 1 min la 11 000 xg, se aruncă superna-
tantul și se resuspendează din nou peletele de levuri în 250 µl tampon Lyse
BG. Se amestecă cât mai bine prin pipetare.
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3. Se adaugă enzima adecvată (de exemplu, liticaza) și 2 µl Rnaza A
la peletele resuspendat. Se amestecă bine și se incubează la 30°C timp de
30 min.

• 50U liticază/zimolază per 1 x 107 celule. Volumul maxim de
enzimă adăugat nu poate depăși 50 µl.

Partea a II-a. Izolarea ADN-ului
1. Se adaugă 15 μl proteinaza K la peletele celular resuspendat. Se

amestecă prin răsturnare de mai multe ori sau prin vortexare timp de 3 s.
2. Se incubează proba la 55°C timp de 30 min.
• Pe durata incubației, proba se amestecă răsturnând ocazional

tubul de mai multe ori.
3. Se adaugă 350 μl tampon Sol. BG. Se amestecă prin răsturnare de

mai multe ori sau prin vortexare timp de 3 s.
4. Se incubează proba la 55°C timp de 5 min.
5. Se vortexează proba timp de 15 s.
6. Se centrifughează lizatul timp de 2 min la 11 000 x g și se transferă

cu atenție până la 600 μl de supernatant limpede într-o coloană spin de
legare a ADN-ului.

7. Se centrifughează timp de 1 min la 11 000 xg. Se scoate coloana de
centrifugare, se aruncă fluxul și se lipește coloana de centrifugare înapoi
pe tubul de colectare.

8. Se transferă amestecul rămas în aceeași coloană spin de legare a
ADN-ului și se centrifughează la 11 000 x g timp de 1 min. Se scoate
coloana de centrifugare, se toarnă supernatantul și se pune înapoi în tubul
receptor.

9. Se adaugă 450 μl de tampon de spălare BGX și se centrifughează la
11 000xg timp de 1 min.

10. Se scoate coloana de centrifugare, se aruncă fluxul și se lipește
coloana de centrifugare înapoi pe tubul de colectare.

11. Se adaugă 450 μl de tampon de spălare BGX și se centrifughează
la 11 000 xg timp de 1 min.

12. Se scoate coloana de centrifugare, tamponul de spălare BGX și se
centrifughează la 11 000 xg timp de 1 min.

13. Se rotește la 11 000 x g timp de 1 min pentru a elimina urmele
soluției tampon de spălare BGX.
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14. Se pune coloana de centrifugare în noul tub receptor (1,5–2 ml) și
se adaugă 50–100 μl de tampon de eluare pentru eluarea ADN-ului legat.

• Adăugarea tamponului de eluare direct pe centrul rășinii îmbu-
nătățește randamentul ADN. Pentru a evita transferul de urme
de ADN între coloanele de spin, nu se permite atingerea pereți-
lor coloanei de spin cu micropipeta.

• Pentru a îmbunătăți eficiența eluării ADN-ului genomic din
membrană, tamponul de eluare poate fi încălzit la temperatura
de 80°C.

15. Se incubează coloana spin de legare a ADN-ului/ansamblu tub de
colectare timp de 2 min la temperatura camerei.

16. Se centrifughează timp de 1 min la 11 000 xg.
17. Se scoate coloana de rotire, se acoperă tubul receptor. ADN-ul

genomic este pregătit pentru a fi investigat. Poate fi păstrat fie la 2–8°C (de
preferință), fie la -20°C (a se evita congelarea și decongelarea multiplă a
ADN-ului).

Protocolul de purificare a ADN-ului genomic și plasmidic al levu-
rilor

Acest protocol este pentru izolarea simultană a ADN-ului genomic și
plasmidic din levuri:

1. Se aplică 30 μl de tampon de activare BG în coloana de centrifugare
(a nu se centrifuga) și se păstrează la temperatura camerei până când se
transferă lizatul în coloana de centrifugare (pentru cele mai bune rezultate
cel puțin 15 min).

• Adăugarea de tampon BG în centrul rășinii permite umezirea
completă a membranelor și legarea maximă a ADN-ului.

• Activarea membranei trebuie făcută înainte de a începe proce-
dura de izolare.

2. Se prepară peletele din celule de levuri dintr-un volum adecvat de
cultură (greutatea peletelui nu trebuie să depășească 50 mg) prin centrifu-
gare și se aruncă supernatantul, asigurându-se că tot lichidul este îndepărtat
complet. Se resuspendează peletele de levuri în 300 μl tampon Lyse BG.

• Pentru o izolare mai bună, este esențială resuspendarea comple-
tă a celulelor de levuri.
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• Ținând cont de caracteristicile diferite de creștere ale speciilor
de levuri, se recomandă efectuarea unui test preliminar pentru
determinarea volumului optim de pornire. Greutatea peletelui
nu trebuie să depășească 50 mg pe o minicoloană. A nu se utiliza
mai mult de 1 x 109 celule de levuri pentru o singură preparare.

• Se adaugă 1 µl de β-mercaptoetanol (β-ME) per 1 ml Lyse BG
înainte de utilizare. Lyse BG este stabil timp de 1 lună după
adăugarea β-ME.

3. Se centrifughează timp de 1 min la 11 000 x g, se aruncă superna-
tantul și se resuspendează din nou peletul de levuri în 225 μl tampon Lyse
BG. Se amestecă cât mai bine prin pipetare.

4. Se adaugă enzima adecvată (de exemplu, liticaza) și 2 μl RNaza A
la peletul resuspendat. Se amestecă bine și se incubează la 30°C timp de
30 min.

• 50U liticaza/zimolaza per 1 x 107 celule. Volumul maxim de
enzimă adăugată nu poate depăși 50 µl.

5. Se adaugă 15 μl proteinaza K la peletele celular resuspendat. Se
amestecă prin răsturnarea de mai multe ori sau prin vortexare timp de 3 s.

6. Se incubează proba la 55 °C timp de 30 min.
7. Se adaugă 225 μl tampon Sol BG și se amestecă prin răsturnarea de

mai multe ori sau prin vortexare timp de 3 s.
8. Se incubează proba la 55 °C timp de 5 min.
9. Se vortexează proba timp de 15 s.
10. Se centrifughează lizatul timp de 2 min la 11 000 x g și se transferă

supernatantul într-un alt tub de 2 ml.
11. Se adaugă 250 µl etanol (96–100%) la probă și se amestecă bine

prin agitare în vortex.
• Se poate forma un precipitat după adăugarea de etanol.

12. Se aplică până la 600 μl de probă, inclusiv orice precipitat, la co-
loana spin de legare a ADN-ului plasată  într-un tub de colectare de 2 ml.

13. Se centrifughează timp de 1 min la 11 000 x g. Se scoate coloana
de centrifugare, se aruncă fluxul și se lipește coloana de centrifugare înapoi
pe tubul de colectare.

14. Se transferă amestecul rămas în aceeași coloană spin de legare
a ADN-ului și se centrifughează la 11 000 x g timp de 1 min. Se scoate
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coloana de centrifugare, se toarnă supernatantul și se pune înapoi în tubul
receptor.

15. Se adaugă 450 μl de tampon de spălare BGX și se centrifughează
la 11 000 xg timp de 1 min. Se scoate coloana de centrifugare, se toarnă
supernatantul și se pune înapoi în tubul receptor.

16. Se adaugă 450 μl de tampon de spălare BGX și se centrifughează
la 11 000 xg timp de 1 min. Se scoate coloana de centrifugare, se toarnă
supernatantul și se pune înapoi în tubul receptor.

17. Se rotește la 11 000 xg timp de 1 min pentru a elimina urmele
tamponului de spălare BGX.

18. Se pune coloana de centrifugare în noul tub receptor (1,5–2 ml) și
se adaugă 50–100 μl de tampon de eluare pentru eluarea ADN-ului legat.

• Adăugarea tamponului de eluare direct pe centrul rășinii îmbu-
nătățește randamentul ADN. Pentru a evita transferul de urme
de ADN între coloanele de spin, nu se permite atingerea pereți-
lor coloanei de spin cu micropipeta.

• Pentru a îmbunătăți eficiența eluării ADN-ului genomic din
membrană, tamponul de eluare poate fi încălzit la o temperatură
de 80°C.

19. Se incubează ansamblul coloană rotativă/tub receptor timp de 2
min la temperatura camerei.

20. Se centrifughează timp de 1 min la 11 000 x g.
21. Se scoate coloana de rotire, se acoperă tubul receptor. ADN-ul

genomic este pregătit pentru investigații. Poate fi păstrat fie la 2–8°C (de
preferință), fie la -20°C (a se evita înghețarea și decongelarea multiplă a
ADN-ului).
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Capitolul 5.
Caracteristici-cheie ale zonelor umede construite
pentru eliminarea maximă a micropoluanților

Îndepărtarea micropoluanților din apele uzate de către ZUC a fost stu-
diată și revizuită pe larg în ultimii ani. Cu toate acestea, majoritatea studi-
ilor nu se concentrează pe eliminarea micropoluanților din efluentul stați-
ilor de tratare a apelor uzate (STAU) convenționale, care încă mai conține
micropoluanți, ci pe îndepărtarea micropoluanților din apele uzate brute.
Apa uzată brută are o compoziție semnificativ diferită față de efluentul
STAU, care afectează pozitiv sau negativ mecanismele de îndepărtare a
micropoluanților.

Micropoluanții, cum ar fi produsele farmaceutice, pesticidele și sub-
stanțele chimice industriale, sunt omniprezenți în apele de suprafață din în-
treaga lume în concentrații variind de la pg/L-µg/L. Prezența lor în mediu
s-a dovedit a avea efecte adverse asupra sănătății ecosistemelor și a oame-
nilor. O sursă majoră de micropoluanți în apele de suprafață este evacuarea
apelor uzate epurate municipale, deoarece conțin micropoluanți care nu
sunt îndepărtați în timpul epurării convenționale a acestora. Tratarea con-
vențională a apelor uzate municipale constă, în general, într-o combinație
de epurare fizică și/sau chimică primară pentru separarea solidelor, tratare
biologică secundară pentru îndepărtarea nutrienților și a materiei organi-
ce, și tratament terțiar fizic și/sau chimic pentru îndepărtarea suplimentară
a nutrienților și a solidelor în suspensie. Uniunea Europeană recunoaște
amenințarea pe care o reprezintă micropoluanții pentru mediu și a elaborat
directiva de tratare a apelor uzate (Directiva Consiliului 91/271/CEE) ce
conține mai mulți poluanți care trebuie controlați strict în apele de supra-
față și subterane, inclusiv micropoluanți, cum ar fi pesticidele, produse-
le farmaceutice, antibioticele și PFAS. Drept urmare, mai multe țări au
dezvoltat strategii pentru a preveni eliberarea de micropoluanți în mediu
prin intermediul efluenților din stația de tratare a apelor uzate, inclusiv
noi tehnologii pentru tratarea cuaternară. Exemple de tehnologii de succes
pentru eliminarea micropoluanților din efluenții STAU sunt cele bazate pe
adsorbție, pe oxidare și pe membrane.
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Tehnologiile bazate pe adsorbție, cum ar fi cărbunele activat granu-
lar, au demonstrat o eficiență ridicată de îndepărtarea micropoluanților din
STAU efluent în experimentele pilot la scară mare. Tehnologiile bazate pe
oxidare, cum ar fi ozonarea și combinația de lumină ultravioletă și H2O2,
de asemenea au manifestat o eficiență înaltă la îndepărtarea micropoluan-
ților din efluentul stației de epurare în timpul investigațiilor pilot la scară
mică și mare. Combinația ambelor tehnologii a fost folosită pentru a depăși
dezavantajele tehnologiilor luate în parte, cum ar fi formarea de produse
toxice de transformare cu ozonare sau saturarea capacității de adsorbție cu
cărbune activat.

Tehnologiile pentru îndepărtarea îmbunătățită a micropoluanților pot
fi, de asemenea, integrate în etapa secundară sau terțiară de tratare a apei
uzate. De exemplu, prin adăugarea de cărbune activat granular la bioreac-
toarele cu membrană s-a constatat că implementarea tratamentului cuater-
nar sub formă de adsorbție cu cărbune activat sau ozonare, sau combinarea
ambelor metode pentru toate stațiile de epurare din Europa cu o capacitate
de 100 000 de echivalent personal sau mai mult ar avea ca rezultat scăderea
debitului toxic cumulativ de micropoluanți aproximativ cu 40%. Dezvolta-
rea recentă a noilor materiale membranare a dus la aplicarea nanofiltrației
pentru îndepărtarea micropoluanților. Cu toate acestea, metoda de filtrare
are unele dezavantaje tehnologice, cum ar fi necesitatea pretratării apei
pentru a preveni murdărirea membranei și pentru a asigura o bună funcțio-
nare și producerea unui flux rezidual cu concentrații mari de micropoluanți
care trebuie evacuați. Aceste metode (adsorbția, oxidarea și filtrarea) nece-
sită pentru funcționare o cantitate considerabilă de energie și/sau materiale
utilizate.

Dezvoltarea și utilizarea unor metode mai ecologice pentru a elimina
micropoluanții din apele uzate tratate va reduce consumul de energie și a
consumabilelor.

O soluție ecologică pentru tratarea apelor uzate este utilizarea ZUC în
care procesele de îndepărtare și eliminare a poluanților cum ar fi biodegra-
darea, adsorbția, filtrarea, absorbția de către plante și fotodegradarea, au
loc simultan. CW elimină micropoluanții din apele uzate și multe studii re-
cente s-au concentrat pe identificarea mecanismelor dominante de îndepăr-
tare, a parametrilor de mediu, a caracteristicilor chimice ale micropoluan-
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ților și a modelelor optime de ZUC legate de eliminarea micropoluanților.
Majoritatea studiilor din literatura științifică disponibilă despre elimi-

narea micropoluanților din ZUC se concentrează pe tratarea de către aces-
tea a apelor uzate menajere netratate. Aceste ape, la fel ca și cele brute, au o
compoziție semnificativ diferită față de apele uzate tratate, în ele fiind mai
mare concentrația de substanțe organice, de azot, de fosfați și de micropo-
luanți. De obicei, apele uzate menajere netratate conțin aproximativ 140
mg/L TOC, 7 mg/LP și 40 mg/LN. Noua Directivă a UE privind tratarea
apelor uzate urbane prescrie cerințe de calitate a apei pentru evacuarea
efluentului tratat de 37 mg/L TOC, 0,5 mg/LP și 6 mg/LN. Matricele di-
ferite de apă pot avea atât un impact pozitiv, cât și negativ asupra meca-
nismelor de îndepărtare a micropoluanților dintr-o ZUC și a performanței
hidraulice a sistemului, de exemplu, în ceea ce privește înfundarea subs-
tratului. Prin urmare, pentru o proiectare optimă a ZUC pentru eliminarea
micropoluanților din efluentul STAU, este important să se evalueze numai
ZUC utilizate pentru îndepărtarea micropoluanților din efluentul STAU.

Eficiența de îndepărtare a micropoluanților este determinată pe baza
unei selecții de micropoluanți care trebuie să îndeplinească următoarele
criterii pentru a putea funcționa ca un micropoluant indicator adecvat:

- Micropoluantul este detectat în mod obișnuit în afluentul stațiilor
de epurare.

- Micropoluantul este detectat frecvent în efluentul secundar STAU
- O stație de epurare convențională fără tratament terțiar are o efici-

ență de eliminare mai mică de 50% pentru micropoluant.
- Ozonarea sau adsorbția cu cărbune activat îndepărtează >70% din

micropoluanți din efluentul STAU.
ZUC-urile pot îndepărta micropoluanții din efluentul STAU în 80-

100%, în special la cele cu substraturi cu adsorbție îmbunătățite organic,
comparabile cu cele ale tehnologiilor convenționale de posttratare; ozona-
re și adsorbție cu cărbune activat.

Pentru a determina designul optim al ZUC pentru posttratarea efluen-
tului STAU în vederea eliminării suplimentare a micropoluanților, a fost
analizată eliminarea de către diferite tipuri de ZUC a 16 micropoluanți .
Rezultatele obținute arată că sistemele de ZUC cu substraturi de adsorbție
îmbunătățite organic ating cea mai mare eficiență de îndepărtare a micropo-
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luanților ca urmare a adsorbției, dar longevitatea efectului nu este cunoscu-
tă. Biodegradarea aerobă și fotodegradarea sunt alte mecanisme relevante
de îndepărtare a micropoluanților studiați. La moment nu se cunoaște dacă
aerarea activă pentru a stimula biodegradarea aerobă a micropoluanților
are ca rezultat o eliminare crescută a micropoluanților din efluentul STAU.

Aplicarea mai largă a sistemelor de ZUC pentru îndepărtarea micro-
poluanților din efluentul STAU și compararea echitabilă cu alte tehnologii
de posttratare pentru îndepărtarea îmbunătățită a micropoluanților este tă-
răgănată din cauza neelucidării dilemei la ce se referă ozonarea și adsorbția
cu cărbune activat: 1) saturația îmbunătățită a substratului de adsorbție; 2)
analiza produselor de transformare și a efectelor biologice; 3) perspective
asupra relației dintre compoziția comunității microbiene și biodegradarea
micropoluanților; 4) absorbția de către plante și degradarea micropoluan-
ților în plante; 5) stabilirea regulilor de proiectare pentru ratele de încăr-
care hidraulică adecvate și/sau timpii de retenție hidraulică pentru ZUC
dedicate eliminării micropoluanților din efluentul STAU și 6) amprenta
energetică și de carbon a diferitor sisteme ZUC. Această analiză se încheie
cu sugestii detaliate pentru direcțiile viitoare de cercetare care ar oferi răs-
punsuri la aceste lacune în cunoștințe.
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Anexa 1

VF ZUC cu configurație cu sifon
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