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Ocena skutecznosci osadu czynnego w oczyszczaniu

Intensywny rozwdéj przemystu petrochemicznego jest Zrédlem
zanicczyszcezenia Srodowiska naturalnego produktami ropopo-
chodnymi, a wszgdzie tam, gdzie stosuje si¢ produkty naftowe,
moga powstawaé zaolcjone $cieki [1]. Gidwnymi skfadnikami
produktow naftowych sa weglowodory (alifatyczne, cykliczne i
aromatyczne) [2]. Zwiazki o budowic aromatycznej oraz niektére
alkany maja nie tylko wiasciwosci toksyczne, ale moga by¢ takze
mutagenne i rakotwdreze [3,4]. Unieszkodliwianie tych zwiaz-
kéw polega gtéwnic na ich cnzymatycznym rozkladzie przez
drobnoustroje. Do tej pory w biologicznym oczyszczaniu Sciekéw
stosowane sg metody oparte na naturalnym doborze mikroflory,
uksztattowanej losowo. Jednakze te metody nic zawsze pozwalaja
na szybka i skuteczna biodegradacje trudno rozktadalnych zwiaz-
kéw chemicznych. Dlatego tez prowadzone sg badania zmierzaja-
ce w kierunku stosowania aktywnych. czystych kultur bakterii w
celu zwickszenia cfektywnosci procesu oczyszezania Sciekdw.
Kultury takie rozkladajg wysokic stezenia zwigzkéw chemicz-
nych w krétkim czasie. przyspieszajac przebieg proceséw bioche-
micznych w osadzic czynnym [5]. Metoda ta wymaga poszu-
kiwania takich szczepdw bakterii, ktére bytyby zdolne do wyko-
rzystywania ropy naftowej i jej pochodnych jako Zrédia energii, a
z drugiej strony aby produkty ich przemian metabolicznych byty
nicszkodliwe dla srodowiska naturalnego [6].

Niniejsza praca dotyczy préby zwigkszenia cfektywnosci pro-
cesu biologicznego oczyszczania $ciekéw z zawartoscia oleju na-
pedowego. Efektywno$é te starano si¢ zwiekszyé dwicma
metodami:

— doszczepiajac osad czynny szczepami bakterii aktywnie roz-
ktadajacymi sktadniki oleju napedowego,

— wprowadzajac dodatkowe, fatwo przyswajalne Zrédta wegla i
azotu polepszajace warunki egzystencji bakterii osadu czynnego.

Material i metody

Mikroorganizmy rozktadajace sktadniki oleju napedowego wy-
izolowano z gleby pobranej z okolic wroctawskich stacji benzy-
nowych. Wyizolowane szczepy oceniono pod katem ich cech
fizjologicznych i biochemicznych. Oceniono takze intensywnosé
wzrostu poszczegolnych bakterii na podlozu z olejem napedo-
wym, pochodzacym z Mazowieckich Zaktadéw Petrochemicz-
nych, jako jedynym Zrédtem wegla [7]. Nastepnic metodg
plytkowa wykonano badania sprawdzajace wystepowanie reakcji
antagonistycznych pomiedzy szczepami aktywnymi wobec oleju
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napedowego a mikroorganizmami osadu czynnego. Do dalszych
badan wybrano szczepy bakterii z rodzaju Bacillus A1, A7 1 Alca-
ligenes AS. Scieki syntetyczne umieszezono w komorze napowic-
trzania i zaszczepiono osadem czynnym. Codziennic z komory
napowietrzania, po pétgodzinnej scdymentacji osadu czynnego,
odprowadzano ciecz nadosadowg zawierajaca produkty przemia-
ny materii mikroorganizméw. Na to micjsce wprowadzano $cicki
syntetyczne zawierajace sole mineralne oraz bulion i pepton jako
Zrédto wegla. Po wyhodowaniu odpowiedniej ilosci osadu czyn-
nego przystapiono do wiasciwego cksperymentu.

Badania przeprowadzono w picciu modelowych komorach na-
powietrzania o pojemnosci 3 dm”. natlenianych powietrzem at-
mosferycznym, w temperaturze pokojowej przez 21 déb. Sktad
komdr napowietrzania z hodowla osadu czynnego byl nastepuja-
cy: .

¢ komora | — osad czynny + $cicki syntetyczne z bulionem i
peptonem,

¢ komora 2 — zaszczep bakteryjny + osad czynny + $cieki syn-
letyczne z bulionem 1 peptonem,

¢ komora 3 — osad czynny + scicki syntetyczne z olejem nape-
dowym,

¢ komora 4 — zaszczep bakteryjny + osad czynny + $cieki syn-
tetyczne 7 olejem napedowym,

¢ komora 5 — osad czynny + $cieki syntetyczne z bulionem i
peptonem oraz z olejem napedowym.

Pracg osadu czynnego oceniano raz na dobg w oparciu o warto-
Sci nastepujacych parametréw:

—indeks objetosciowy osadu czynnego [9],

— obraz mikroskopowy i makroskopowy osadu czynnego [10],

- ogdlna liczba wolno ptywajacych bakterii w $ciekach oczysz-
czonych [11],

—aktywno$¢ dehydrogenazowa osadu czynnego [12],

— stezenie kwaséw thuszczowych w $ciekach oczyszczonych
(13},

— obciazenie osadu czynnego tadunkiem BZTs [9],

—zmiany BZTS5 $ciekéw podczas biodegradacji [14].

Bardziej szczegbtowej analizy przebiegu procesu biodgradacii
dokonano na podstawie chromatografii gazowej w potaczeniu ze
spektroskopia masowg (GC/MS). Olej napedowy uzyty do badari
w ilosci 867 g/m3 zawieral ponad 75 réznych weglowodoréw.
Analiza ubytku kazdego zwiazku lub powstajacych metabolitéw
byla utrudniona, wobec czego catkowita analize stezenia oleju w
prébach przeprowadzono sumujac powierzchnie pod pikami, kt6-
re jako masowe piki podstawowe posiadaty pik A(57) charaktery-
styczny dla weglowodordw. W tym celu z komor napowietrzania
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pobierano po 100 cm? $ciekow surowych i oczyszczonych, i pod-
dawano ekstrakcji 100 cm® chloroformu. Tak przygotowane
ekstrakty, po uprzednim odwodnieniu bezwodnym siarczanem
sodu, poddawano nastepnie analizie GC/MS. W celu oceny sto-
pnia chemooksydacji oleju napgdowego analize GC/MS wykona-
no takze dla ekstraktéw z komory napowietrzania zawierajacej
jedynie wodny roztwdr oleju napedowego w stezeniu stosowa-
nym w innych komorach.

Niektére sktadniki ropy naftowej, a tym samym produktéw ro-
popochodnych, majg wiasciwosci rakotworcze. Réwniez w pro-
cesie biodegradacji tych zwigzkéw moga powstawaé mutagenne
metabolity. Z tych przyczyn dokonano oceny potencjalnych wia-
$ciwosci mutagennych i rakotwdrezych oleju napedowego oraz
Sciekéw oczyszczonych. Badania te przeprowadzono przy pomo-
cy testu Amesa [15]. Test wykonano z dodatkiem i bez dodatku
aktywatora metabolicznego, czyli frakeji S-9, oraz przy zastoso-
waniu szczepéw testowych Salmonella typhimurium TA98 i
TA100. W tym celu ekstrakty chloroformowe sporzadzone ze 100
em® Sciekéw oczyszczonych odparowano do sucha w cieplarce
w temperaturze 37 °C. Nastepnie sucha pozostato$é rozpuszczono
w 2 cm® DMSO. Tak przygotowane préby wprowadzono do te-
stu}w ilosci 0,1 em® na plytke w pigciu powtdrzeniach (5-10'3
cm” oleju napedowego na plytke). W tescie przebadano rowniez
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Rys.1. Zmiany indeksu osadu czynnego (cma/g)

surowy olej napedowy wprowadzagqc na ptytke nastepujace jego
objgtosci: 20107 10107 5107% 2.5107%1.25 10 em®.

Wyniki badan

Efekty pracy osadu czynnego oceniano pod wzgledem tech-
nologicznym, biologicznym oraz biochemicznym. Wartosci inde-
kséw objctosciowych osadu czynnego we wszystkich komorach
podlegaty znacznym wahaniom. Z biegiem czasu indeks osadu
z komory 4 wykazywat tendencj¢ spadkowa, podczas gdy warto-
sci indekséw osadu w komorze 3 utrzymywatly sie na wysokim
poziomie (rys.1).

Osad czynny uzyty do badan charakteryzowat si¢ obecnoscia
licznych zooglealnych skupisk bakterii. Sposréd pierwotniakéw
niclicznie wystepowaty rodzaje Arcella, Vorticella i Euplotes,
a sposréd wrotkéw rodzaje Rotatoria, Rotifer i Monostyla. Osad
czynny miat ciemnobrunatng barwg i dobrze sedymentowal. Na
poczatku eksperymentu, w komorach z dodatkiem oleju napgdo-
wego (komory 3, 4 1 5), pojawila sig niewielka liczba form nitko-
watych bakterii oraz zmniejszyla si¢ liczba orzeskéw wolno
ptywajacych i osiadtych oraz wrotkéw. Pogorszyly si¢ tez wiasci-
wosci sedymentacyjne osadu. Okolo trzynastej doby badan zaob-
serwowano w komorach 4 i 5 wzrost liczby skupisk zooglealnych
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Rys.2. Zmiany ogdine] liczby bakterii w 1 cm® $ciekéw oczyszczonych (-10°)
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Rys.3. Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osadu czynnego {gTF/gsm)

oraz liczby orzeskéw wolno ptywajacych (Aspidisca costata, Pa-
ramecium caudatum) i osiadtych (Vorticella i Opercularia). Poja-
wity si¢ tez jaja wrotkéw, a pod koniec procesu pojedyncze
wrotki z rodzaju Rotatoria. Jedynie w komorze 3 utrzymywata si¢
nadal nicwielka liczba form nitkowatych bakterii oraz mata liczba
orzgskow wolno ptywajacych i osiadtych. Wzrosta natomiast licz-
ba wiciowcow (Flagellata) 1 korzenionézek (Arcella). W komo-
rach kontrolnych przez caty czas wystepowaty liczne organizmy z
rodzaju Euplotes, Aspidisca, Vorticella, Rotatoria i Monostyla.
Scicki odprowadzane z komér napowietrzania byty przcjrzyste
przez caly czas trwania eksperymentu. Scieki odprowadzane 1z
komor, do ktérych byt dozowany olej napecdowy miaty barwe lek-
ko z6Mta. Scicki z komér kontrolnych byly bezbarwne, czasem
lekko opalizujace, zwlaszcza w komorze drugiej z dodatkiem
mieszanej populacji bakterii. Nie zauwazono zmetnienia badZ
pienicnia si¢ $cickéw odprowadzanych z komdr 2 i 4 zawierajg-
cych zaszczep bakteryjny.

W picrwszych siedmiu dobach trwania procesu oczyszczania
Sciekdw ogdlna liczba bakterii w odptywach z komér napowie-
trzania podlegata duzym wahaniom (rys.2). W komorze 1 liczba
ta ustalita si¢ najszybciej, bo w drugiej dobie procesu, na pozio-
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Rys.4. Zmiany obcigzenia osadu czynnego tadunkiem BZTs (gO2/gsmd)

mie okoto 2-10° bakterii w 1 cm®. W pozostatych komorach licz-
ba bakterii w odplywie ustalita si¢ okolo sioédmej doby trwania
procesu oczyszczania na Srednim poziomie okoto 3.10° bakterii w
1 cm® sciekéw. Stata i niewysoka liczba bakterii w odptywach
$wiadczyla o dobrym stanie osadu czynnego i prawidlowej sedy-
mentacji komdrek bakterii wraz z biomasa osadu, zwlaszcza
w przypadku komér 2 i 4, gdzie osad czynny zostat doszczepiony
aktywnymi szczepami bakteryjnymi.

W komorach z olejem napedowym zaobserwowano duze zmia-
ny aktywnosci dehydrogenazowej (rys.3). Charakterystyczny dla
komo6r zawierajacych olej napgdowy byt wyraZzny wzrost aktyw-
no$ci enzymatycznej po o§miu dobach eksperymentu, utrzymuja-
cy sie do korica na wyzszym poziomie, w przeciwieristwie do
nizszej aktywnosci dehydrogenazowej w komorach 11 2. Swiad-
czy to o pelnym zaadaptowaniu si¢ osadu czynnego po o$miu do-
bach do oczyszczania §ciekéw zaolejonych .

Wiadomo, ze rozktad weglowodoréw alifatycznych i aromaty-
cznych zachodzi w warunkach tlenowych z wytworzeniem odpo-
wiedniego alkoholu., aldehydu i kwasu tluszczowego, ktory
potem ulega procesowi B-oksydacji. Dlatego tez podjgto prébe
analizy ilo$ciowej kwaséw ttuszczowych w odptywach ze wszy-
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Rys.5. Wyniki badan bioindykacyjnych oleju napgdowego metoda testu Amesa, szczep S.typhimurium TA98 (objetosé prébek w em®107%
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Rys.6. Wyniki badari bioindykacyjnych oleju napedowego metoda testu Amesa, szczep S.typhimurium TA100 (objetosc prébek w cm®1 0%
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Rys.7. Wyniki badari bioindykacyjnych éciekdw oczyszczonych (komory 3,4,5) metoda testu Amesa, szozep S.typhimurium TA98
RS-rewersja spontaniczna, 2RS-dwukrotna liczba rewertantow
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Rys.8. Wyniki badan bioindykacyjnych $ciekéw oczyszczonych (komory 3,4,5) metoda testu Amesa, szczep S.typhimurium TA100
RS-rewersja spontaniczna, 2RS-dwukrotna liczba rewertantow

stkich komér. Stgzenic kwaséw ttuszczowych w odptywach wa-
hato si¢ w granicach 0,6+1,0 mol/m®. Zaréwno state stezenie
kwaséw ttuszczowych jak i stala wartosé pH w granicach 7,0+7,6
$wiadczy o ustaleniu si¢ réwnowagi pomigdzy powstawaniem a
dalszg biodegradacja kwasow ttuszczowych powstatych z weglo-
wodoréw oleju napedowego.

Do komér napowietrzania dawkowano $cicki o ustalonym skta-
dzie, stad tez obciazenia biomasy osadu czynnego tadunkiem
BZTs powinny si¢ zmieniaé¢ w niewielkim zakresie. W komorach
1i 2, nie zawierajacych sciekéw zaolejonych, osad obciazony byt
najmniejszym tadunkiem BZTs. Jego wartosci utrzymywaty sie
na statym, niskim poziomie przez 21 déb. Komory 3 i 4 chara-
kteryzowaty si¢ wigkszymi obciazeniami biomasy osadu czynne-
go, ktérych wartoéci ulegaty znacznym wahaniom, zwlaszcza w
komorze 3. Do komory 5 dozowane byty Scieki o najwigkszym
tadunkn BZTs, ale ze wzgledu na znacznie szybszy, w poréwna-
niu z komorami 3 i 4, przyrost biomasy, obciazenie osadu czyn-
nego bylo stosunkowo niskie i utrzymywato si¢ od trzeciej doby
na mniej wiecej statym poziomie (rys.4).

Po trzecicj, dziewiatej i dwudziestej dobie wykonano takze po-
miary BZT5 sciekéw surowych i oczyszczonych w celu okresle-
nia warto$ci usunigtego BZTs. W trzeciej dobie badafi wartosci
usunigtego BZTs w komorach z olejem napedowym byly doéé
znaczne, zwlaszcza dla komér 4 1 5 (ok. 70 %). Najlepsze rezulta-
ty uzyskano w dziewiatej dobie, kiedy to BZTs zostato obnizone
0 70+80 %. Okoto dwudziestej doby badan nastapito pogorszenie
efektywnosci oczyszczania $ciekéw w komorach 3 (34,4 %) i 4
(43 %), natomiast w komorze 5 obnizka BZTs utrzymywala sie
nadal na wysokim poziomie (79.3 %).

Postep biodegradacji oleju napedowego w $ciekach, oceniany na
podstawie analizy GC/MS, byt najwiekszy w komorze 5. W dwu-
dziestej dobie badari spadek stgzenia oleju napedowego dla tej komo-
ry wynosit 884 %. W komorze 4 ubytek oleju byt réwniez znaczny
i wynosit 709 %. Jedynie w komorze 3 sprawno$¢ osadu czynnego
pogorszyla si¢. gdyz jeszcze w dziewiatej dobie trwania procesu
oczyszczania usuwanie oleju napedowego wynosito 66,2 %, lecz
w dwudziestej dobie juz tylko 41,9 %. Niebiologiczny ubytek
oleju napedowego w wyniku chemooksydacji wynosit 9 %.

Wyniki testu Amesa, okre§lajace potencjaine wlasciwosci mu-
tagenne i rakotwércze skfadnikéw Sciekéw oraz surowego oleju

napedowego, przedstawiono na rysunkach 5+8. Surowy olej na-
pedowy, w stezeniu wprowadzonym do testu, nie posiadat wiasci-
wosci mutagennych (rys. 5 i 6). Podobny wynik otrzymano w
przypadku $ciekéw oczyszczonych (rys.7 i 8) z czego wynika, iz
metabolity powstate na drodze biologiczncgo utleniania skiadni-
kéw oleju napedowego nie majg wlasciwosci mutagennych.

Whioski

1. Scieki zaolejone powinny by¢ poddawane procesowi mikro-
biologicznego oczyszczania. gdyz niektére weglowodory wcho-
dzace w ich sktad sa toksyczne dla $rodowiska.

2. Szczepy mikroorganizméw stosowane do mikrobiologicznej
stymulacji musza by¢ wstepnic przebadane pod katem ich zdol-
nosci do enzymatycznego rozktadu sktadnikéw oleju napedowe-
go oraz pod katem ich zdolnosci do adaptacji w osadzie czynnym,
aby mogty stac si¢ stalym elementem jego biocenozy.

3. Osad czynny doszczepiany bakteriami aktywnie rozktadaja-
cymi sktadniki oleju napgdowego biodegradowat §cieki zaolejo-
ne. Spadek zawarto$ci oleju napgdowego w odptywie wynosit
70,9 % i byt 0 okoto 30 % wigkszy w poréwnaniu do osadu czyn-
nego niedoszczepionego bakteriami.

4. Dobre efckty oczyszczania Sciekéw olejowych dato wprowa-
dzenie do osadu czynnego dodatkowych, tatwo przyswajalnych
Zrédet wegla i azotu. Dzigki temu w komorze 5 panowaty najle-
psze warunki egzystencji bakterii osadu czynnego, a skuteczno$é
rozktadu sktadnikéw oleju napedowego byta tu o ponad 40 %
wigksza niz w osadzie nie wzbogaconym dodatkowymi zwiazka-
mi pokarmowymi.

5. Petna adaptacja osadu czynnego do oczyszczania §ciek6w
zawierajacych weglowodory nastgpita po o$miu dobach procesu,
kiedy to obserwowano stopniowe polepszenie parametréw tech-
nologicznych oraz stanu mikroflory osadu czynnego.

6. Nie stwierdzono obecno$ci zwigzkéw o dziataniu mutagen-
nym w Sciekach oczyszczonych w ciagu dwudziestu jeden déb
trwania cksperymentu.
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ASSESSING THE EFFICIENCY OF ACTIVATED SLUDGE IN THE TREATMENT OF OIL-SPILLED WASTEWATER

The objective of the study was 1o increase the efficiency of biological
treatment, when the wastewater to be treated was spilled with diesel oil.
The experiments involved three types of sludge samples — conventional
activated sludge, activated sludge inoculated with bacterial strains utili-
zing oil as the only energy source, and nutrient-enriched activated sludge.
The biodegradation effect was analyzed for each oil component on the ba-
sis of technological, biological and biochemical investigations. Oil con-
centrations in treated and untreated wastewater samples were determined

by gas chromatography and mass spectroscopy (GC/MS). The Ames test
was used for detecting the presence of mutagenic and cancerogenic sub-
stances in the same samples. It was found that inoculation and nutrient-
enrichment of the activated sludges had a favourable effect on the
biodegradation of the diesel oil components, increasing the treatment effi-
ciency by 30 % and 40 %, respectively. No mutagenic and cancerogenic
substances were detected either in treated or untreated wastewater sain-
ples.
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