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Biosorpcja fluorantenu przez osad czynny

Wielopiericieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) sa
zwiazkami szeroko rozpowszechnionymi w Srodowisku natural-
nym, gdyz pochodza z proceséw spalania substancji organicznych,
w tym paliw stalych i ptynnych [1]. Wickszo$¢ weglowodoréw
stanowi zanieczyszczenie trwale, trudno podlegajace procesom
biodegradacyjnym, ajednocze$nie wykazujace dziatanie szkodliwe
i toksyczne zaréwno dla roélin jak i zwierzat. Ponadto wiele z nich
stanowi potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzkiego. WWA dzia-
taja nie tylko toksycznie ale réwniez mutagennie, rakotwdrczo i
teratogennie [2]. Do wywotania proceséw nowotworcwych wystar-
czaja juz mikrosladowe ilo§ci WWA. Najsilniejsze dziatanie muta-
genne i rakotwércze wykazuja zwiazki zawierajace od 3 do 6
pierscieni benzenowych w czasteczce, np. benzo(a)piren czy chry-
zen [3].

Weglowodory aromatyczne moga by¢ usuwane z ekosysteméw
droga fotooksydacji, oksydacji chemicznej badZ biodegradacji [4].
Jednoczes$nie wiadomo, ze tylko bardzo niewielka ilo§¢ mikroorga-
nizméw ma zdolno$¢ do rozktadu WWA, oraz ze szybkos$¢ ich
biodegradacji maleje wraz ze wzrostem liczby pier§cieni benzeno-
wychwczasteczce. Czas potrzebny nadegradacje mikrobiologiczng
potowy ilosci WWA obecnych w §rodowisku naturalnym waha si¢
w szerokich granicach, w zaleznosci od wielu czynnikéw, i wynosi
$rednio od kilku dni do okoto roku [3]. Ze wzgledu na czeste
zanieczyszczenie wody i §ciekéw wielopierScieniowymi weglo-
wodorami aromatycznymi, ich malg rozpuszczalno$¢ w wodzie,
ktéra powoduje gromadzenie sic WWA w ilo$ciach wielokrotnie
przekraczajacych ich naturalna rozpuszczalno$é, oraz ze wzgledu
naich wysokaszkodliwo$édlazywychorganizméw, w tym réwniez
dla czlowieka, a takze trudnosci w ich biodegradacji, powstaje
potrzebaposzukiwanianowych mozliwosciszybkiejeliminacjitych
zwiazkéw z wody i Sciekéw.

Celem niniejszej pracy byto wykazanie, na przyktadzie fluoran-
tenu, czy proces biosorpcjii WWA przez osad czynny mégiby byé
pomocny w szybkiej eliminacji poliaromatycznych weglowodor6w
z wody i §ciekéw. Jakkolwiek sam fluoranten nie jest zaticzany do
zwiazkéw kancerogennych, tojednak znane sa przyktady, wktérych
podczas jego metabolicznych przemian powstaja produkty posia-
dajace takie cechy [5].

Material i metody

Hodowle osadu czynnego prowadzono przez okoto dwa tygod-
nie. Codziennie do komory napowietrzania dodawano $cieki syn-
tetyczne o skladzie symulujacym $cieki bytowo gospodarcze [6].
W trakcie hodowli osadu czynnego badano nastgpujace jego para-
metry: obraz makroskopowy [7], odczyn §ciekéw odptywajacych,
zawarto$¢ tlenu w komorze napowietrzania, indeks objetoscio-
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wy [8], aktywno$¢ dehydrogenazowa [9] i obraz mikroskopowy
[10]. Po wyhodowaniu odpowiedniej iloéci osadu czynnego przy-
stapiono do wlasciwego eksperymentu. W tym celu biomas¢ osadu
czynnego oddzielono od ptynu pohodowlanego metoda wirowania
(5 tys. obr./min przez 10 min). Nastepnie osad trzykrotnie przemy-
wano buforem fosforanowym o pH=7,0. Tak przygotowany osad
czynny uzywano do badan procesu biosorpcji fluorantenu.

Proces ten prowadzono w naczynkach respirometrycznych apa-
ratu Warburga. Do badari stosowano zawiesing osadu czynnego
w takich ilo$ciach, aby po dodaniu jej do naczynek otrzymac nasteg-
pujace stezenia: 1.000 oraz 3.000 i 6.000 gsm/m3. W pierwszej
serii badafi do naczynek reakcyjnych wprowadzano acetonowy
roztwoér ﬂuorantenu w takiej ilosci, aby jego steZenie w naczynku
wynosito 1 g/m .Wdrugiejseriibadan, opréczroztworu fluorantenu
w tym samym st¢zeniu, wprowadzano do naczynek respirometry-
cznych roztwor glukozy w takiej ilosci, aby jego stgzenie w naczyn-
kach wynosito 1 %. Kontrole przebiegu procesu chemooksydacji
weglowodoru prowadzono w naczynku zawierajacym fluoranten
w stgzeniu 1 g/m bez dodatku osadu czynnego. Wszystkje badania
przzprowadzano bez dostepu $wiatta, w temperaturze 20 °C, z wy-
trzasaniem, w czasie sze$ciu godzin.

W cetu oznaczenia ubytku fluorantenu préby pochodzace z po-
szczegdlinych respirometréw odwirowywano, a ptyn nadosadowy
poddawanc trzykrotnej ekstrakeji cykloheksanem stosujac kazdo-
razowo 100 cm’ rozpuszczalnika na 1 dm’ plynu pohodowlanego
[11]. Réwnolegle wykonano trzy ekstrakcje cykloheksanem wod-
nychroztworéw fluorantenu zawierajacychtakie same stgzeniatego
weglowodoru jak w prébach badanych. Na tej podstawie okreslano
wydajno$¢ procesuekstrakcji. Nastgpnieuzyskanecykloheksanowe
ekstrakty, po uprzednim ich odwodnieniu bezwodnym siarczanem
sodu, zaggszczano do sucha na wyparce obrotowej pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Suchg pozostato$¢ rozpuszczano w 10 cm® meta-
nolui poddawano analizie jakosciowej i ilo§ciowej metoda spektro-
fotometrii absorpcyjnej w nadfiolecie. W trakcie kontaktu osadu
czynnego z fluorantenem w aparacie Warburga okreslano takze
zuzycie tlenu przez osad czynny [12].

Aby okresli¢ wplyw badanego weglowodoru na funkcje fizjo-
logiczne komérek mikloflory osadu czynnego, przygotowano row-
niez proby kontrolne zawierajace osad czynny z dodatkiem glukozy
oraz préby endogenne skiadajace si¢ jedynie z drobnoustrojéw
osadu czynnego zawieszonych w buforze fosforanowym. Zbadano
takze aktywno§¢ oddechowa mikroflory osadu czynnego w obecno-
$ci innych stezen fluorantenu. W tej czg$ci do§wiadczenia stgzenia
fluorantenu w naczynkach respirometrycznych aparatu Warburga
wynosily 1 oraz 213 g/m3.

Wyniki badan

Parametry fizyczne i biologiczne osadu czynnego uzytego do
badan procesu biosorpc;ji fluorantenu byly nastepujace:



8 K. Piekarska

—barwa szaro-brazowa,

— luZna struktura ktaczkéw,

— zawarto$é tlenu w cieczy nadosadowej 2,8+3,2 gOQ/m3,

—pH cieczy nadosadowej 7,0+8,0,

- indeks objetosciowy 50,8+69,5 g/m3,

- aktywno$¢ dehydrogenazowa 15107 gTF/gsm.

Ponadto stwierdzono wystepujace do§¢ licznie skupiska bakterii
zooglealnych, liczne orzgski wolno ptywajace (Aspidisca costata,
Paramecium sp., Oxytricha sp.), do$¢ liczne orzeski osiadte (Vor-
ticella sp., Opercularia sp.), sporadycznie wystepujace wiciowce
(Flagellata) i korzenion6iki (Arcella), a takze wystepujace licznie
wrotki (Monostyla sp., Rotaria rotatoria).

Obrazy widmowe ekstraktéw, wykonane przy pomocy spektro-
fotometrii absorbeyjnej w nadfiolecie, charakteryzowaty sig obe-
cno$cia dwoch charakterystycznych dla  fluorantenu pasm
absorpcyjnych, wystepujacych przy dtugosciach fal 235 nm i 288
nm [13]. W zadnym ekstrakcie pohodowlanym nie stwierdzono
obecnosci metabolitéw fluorantenu.

Zmiany stezenia fluorantenu w naczynkach respirometrycznych
ilustrujg rysunki 1i2.
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Rys.1. Zmiany stezenia fluorantenu w funkcji czasu kontaktu przy réznych ste-
zeniach osadu czynnego

W pierwszej serii badan (rys.1) w naczynkach obecny byt osad
czynny z dodatkiem fluorantenu. Najszybszy i najwigkszy spadek
stgzenia analizowanego weglowodoru zaobserwowano w naczyn-
kach zawierajacych najwigksze steZzenie osadu czynnego (6.000
gsm/ m3). W tym przypadku nie wykryto obecnosci fluorantenu juz
po 135 minutach trwania do§wiadczenia. W naczynkach, w ktérych
stezenie osadu czynnego wynosito 3.000 gsm/m3 zaobserwowano
po szeéciu godzinach badan spadek stgzenia weglowodoru o okoto
83 %, a w naczynkach zawierajacych osad czynny w ilosci 1.000
gsm/m3 o okoto 36 %.
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Rys.2. Zmiany stezenia fluorantenu w funkcji czasu kontaktu przy réznych ste-
Zeniach osadu czynnego w obecnosci glukozy
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Rys.3. Intensywnoé¢ oddychania osadu czynnego (1.000 gsm/m’)
w funkcji czasu

W drugiej serii badan (rys.2) w naczynkach obecny byt osad
czynny z dodatkiem fluorantenu i glukozy. W 3przypadku, gdy
stezenie osadu czynnego wynosito 6.000 gsm/m” stuprocentowy
ubytek weglowodoru zaobserwowano po 165 minutach trwania
do$wiadczenia, natomiast gdy naczynka respirometryczne zawie-
raty osad w stezeniu 3.000 gsm/m3 po szeéciu godzinach kontaktu
zaobserwowano 87-procentowy spadek stezenia fluorantenu. Po
tym samym czasie ubytek wegglowodoru w naczynkach z osadem
czynnym o stgzeniu 1.000 gsm/m3 wynosit okoto 28 %.
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Rys.4. Intensywno$¢ oddychania osadu czynnego (3.000 gsm/m?)
w funkcji czasu

Badania ekstraktu pochodzacego z naczynka kontrolnego przy
pomocy spektrofotometrii absorpcyjnej w nadfiolecie nie wykazaty
ubytku fluorantenu w wyniku chemooksydacji w ciagu szesciu
godzin trwania do§wiadczenia. Wydajno$¢ procesu ekstrakcji wa-
hata si¢ w granicach 59,5+83,5 %. Wyniki badari dotyczace oceny
przebiegu proceséw dysymilacji i podatnosci fluorantenu na biolo-
giczne utlenianie osadem czynnym okres§lane metoda manometry-
czng ilustrujg rysunki 3+7.

Osad czynny, z dodatkiem glukozy jako jedynego Zrédla wegla,
charakteryzowat si¢ bardzo dobra aktywnoscig oddechowa. Aktyw-
nos$¢ oddechowa mikroflory osadu w obecnosci fluorantenu i glu-
kozy byla réwniez do$¢ wysoka, zwlaszcza w grzypadku, gdy
stezenie osadu w naczynku wynosito 6.000 gsm/m” (rys.5). Wpro-
wadzenie do osadu czynnego jedynie fluorantenu spowodowato
wyrazny spadek aktywno§ci oddechowej mikroflory. W przypadku,
gdy stezenie fluorantenu wynosito 1 g/m3, wartosci oddychania
oscylowaty wokét aktywnosci oddychania endogennego. Pozwala
to na przypuszczenie, ze badany wgglowodér nie byt wykorzysty-
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wany jako Zrédlo energii i wegla, lecz organizmy osadu czynnego
korzystaly z wiasnych wewnatrzkomérkowych substratéw. Gdy
stezenie fluorantenu w naczynkach respirometrycznych wynosito
2i3 g/m3, wéwczas intensywno$¢ oddychania mikroflory osadu
czynnego spadala ponizej wartoéci oddychania endogennego
(rys.6,7). Znaczne zaklécenia w procesie oddychania zaobserwo-
wano takze w przypadku, gdy fluoranten wystepowat w stgzeniu
3 g/m3. Swiadczy to o toksycznym oddziatywaniu wyzszych stezesi
fluorantenu na mikroflor¢ osadu czynnego.
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Rys.5. Intensywno$¢ oddychania osadu czynnego (6.000 gsm/mg)
w funkcji czasu
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Rys.6. Intensywno$¢ oddychania osadu czynnego (1.000 gsnym®) w funkgji
czasu w obecnosci réznych stezer fluorantenu
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Rys.7. Intensywno$¢ oddychania osadu czynnego (3.000 gsm/m®) w funkcii
czasu w obecnosci réznych stezen fluorantenu

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaly wyraZzny spadek stgzenia
fluorantenu (28+100 %) podczas jego kontaktu z biomasa osadu
czynnego, uzalezniony od ilo$ci biomasy i czasu kontaktu. Dodatek
glukozy do naczynek zawierajacych osad czynny i fluoranten nie
miat istotnego wplywu na spadek stezenia fluorantenu. Jednoczes-
nie w ekstraktach pohodowlanych stwierdzono brak obecnosci
metabolitéw fluorantenu, powstatych w wyniku dziatalnosci zycio-
wej mikroorganizméw. Brak metabolitéw weglowodoru obserwo-
wano zaréwno w prébach, w ktérych byt obecny jedynie fluoranten

jak i w prébach, w ktérych byta obecna réwniez glukoza. Ponadto

intensywno$¢ dysymilacji mikroflory osadu czynnego w warun-
kach, gdy stezenie fluorantenu wynosito 1 g/m” byla zblizona do
intensywnosci dysymilacji endogennej. Wyzsze st¢zenia tego we-
glowodoru, 213 g/ma, oddziatywaty toksycznie naorganizmy osadu
czynnego, poniewaz ilo$¢ pobranego tlenu przez mikroflore osadu
spadata ponizej ilosci tlenu pobranego wskutek oddychania endo-
gennego.

Uzyskane wyniki badari pozwalaja na przypuszczenie, ze zja-
wisko biosorocji fluorantenu przez osad czynny moze mieé istotne
znaczenie praktyczne, np. dla szybkiej eliminacji poliaromatycz-
nych weglowodoréw ze Sciekéw.
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BIOSORPTION OF FLUORANTHENE BY ACTIVATED SLUDGE

Biosorption of fluoranthene by activated sludge was examined in a labora-
tory-scale study. Variations in fluoranthene concentration were related to
biomass concentration and contact time. Making use of the Warburg mano-
metric method, the effect of the hydrocarbon on the physiological function
of the microorganisms present in the activated sludge was established. Thus,
the decrease of fluoranthene concentration was found to range from 28 to

100 %, according to the concentration of the biomass and the time of contact.
The extracts from individual samples contained no fluoranthene metabolites.
Respiratory activity measurements showed that the microorganisms failed to
utilize fluoranthene as a carbon and energy source, and that increased fluo-
ranthene concentrations had a toxic effect on them. Summing up, the decrease
of fluoranthene concentration with contact time was of a biosorptive nature.
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