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Biologiczna ocena skutecznosci odbarwiania
roztworéw barwnikéw w procesie pogtebionego utleniania

Barwniki obecne w $ciekach (najczesciej przemystowych),
jako zwiazki trwate, trudno ulegaja degradacji, zaréwno meto-
dami fizyczno-chemicznymi jak i biologicznymi, i najczesciej sa
jedynie adsorbowane przez biomase osadu czynnego i wraz z nia
usuwane ze Sciekow. Nawet niewielkie steZenia barwnikow
w wodach naturalnych w znacznym stopniu ograniczaja przepu-
szczalno§¢ Swiatla. Zjawisko to zwigksza zagroZenie deficytem
tlenowym, gdyz zostaje utrudniony proces fotosyntezy prowa-
dzony przez glony 1 rodliny obecne w §rodowiskn wodnym.
W wielu wypadkach mikroorganizmy nie moga metabolizowaé
wszystkich zanieczyszczen obecnych w $ciekach (ze wzgledu na
ich trwata budowg), a czesto takze z powodu toksycznego dzia-
tania tych zwiazkéw. Z tych tez wzgledéw, w celu rozktadu
trudno degradowalnych czasteczek do form bardziej podatnych
na dziatanie mikroorganizmdw, zalecane jest stosowanie metod
bezpiecznego rozkladu chemicznego, nie powodujacego wtor-
nego skazenia §rodowiska. Wymogi te spelniaja tzw. metody
pogtebionego utleniania (AOPs — Advanced Oxidation Proces-
ses), wykorzystujace dziatanie takich czynnikéw utleniajacych,
jak ozon i nadtlenek wodoru oraz promieniowanie UV.

Biologiczna kontrola oddzialywania zanieczyszczeii oraz
produktéw ich rozkiadu na §rodowisko jest podstawa oceny
stanu jego zagrozenia. Coraz czedciej do okre$lania dziatania
substancji toksycznych wykorzystywane sa organizmy zZywe,
tzw. bioindykatory, a wéréd nich mikroorganizmy uczestni-
czace w biodegradacji zanieczyszczenl obecnych w $ciekach
[1]. Istotna grupe sposréd nich stanowia bakterie reprezen-
tujace wazne ogniwo laricucha pokarmowego w ekosystemie
wodnym. Zaletami wykorzystania bakterii jako organizméw
wskaZnikowych sa:

- mozliwo$¢ uzyskania homogennej zawiesiny komdrek,

— specyficzna wrazliwo$¢ gatunkowa organizméw,

— krétki czas odpowiedzi na reakcje z toksykantem.

Zastosowanie metod bioindykacyjnych ze szczegdlnie
wrazliwymi gatunkami pozwala na wykrycie obecnosci nie-
bezpiecznych substancji biologicznie czynnych uwalnianych
do §rodowiska wodnego, metabolizowanych przez organizmy
nalezace do réznych pozioméw laicucha troficznego.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badai modelo-
wych dotyczacych biologicznej oceny procesu odbarwiania
wodnych roztworéw barwnika azowego Reactive Blue 81
metoda poglebionego utleniania, z zastosowaniem ozonu,
nadtlenku wodoru i promieniowania UV, w uktadach pojedyn-
czych i zlozonych.
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Metodyka badan

W badaniach zastosowano reaktywny barwnik azowy Re-
active Blue 81, ktéry jest powszechnie stosowanym zwiaz-
kiem w przemysle widkienniczym. Przygotowano wodne roz-
twory barwnika o stezeniach 100+1000 g/ms, ktére poddano
odbarwianiu w uktadach czynnikéw utleniajacych zawieraja-
cych ozon, nadtlenek wodoru i promieniowanie UV. Badania
wykonano w reaktorze o pojemnosci 1 dm’, wyposaZonym
w lampe emitujaca promieniowanie UV o dhugoéci fali 254 nm.
Schemat stanowiska doswiadczalnego przedstawiono na rysun-
ku 1, a zastosowane parametry odbarwiania podano w tabeli 1.

Proces utleniania prowadzono do momentu uzyskania cal-
kowitego odbarwienia roztworu. Zanik barwy kontrolowano
przy uzyciu spektrofotometru HP 8452A na podstawie wyga-
sania widma dla dlugosci fali =584 nm, przy ktdrej uzyskano
maksimum absorpcji barwnika Reactive Blue 81.
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Rys. 1. Schemat aparatury badawczej (1 — butle z tlenem, 2 - rotametry,
3 - osuszacz gazu (P20s), 4 — miemik przeplywu tlenu, 5 — generator ozonu,
6 — wiot gazu, 7 — fotoreaktor, 8 — lampa UV, 9 - plaszcz termostatujacy,
10 ~ mieszadlo magnetyczne, 11 — dawkownik H2O2, 12 — neutralizator
ozonu, 13 — miernik stgzenia ozonu, 14 — zasilacz lampy UV, 15 — komputer)

Tabela 1. Parametry procesu utleniania

comnictener | o3 | Dot | e
Os 479 - -
0a/H202 4,79 7,25 -
OV 5,41 - 3,23.10%°
Hz02UV - 72,5 3,23.10%°
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Biologiczne skutki dzialania zastosowanych metod odbar-
wiania roztworéw barwnika sprawdzono za pomoca test6w
z udziatem bakterii, ktdre sa zalecane do oceny toksycznosci
[2,3]. W badaniach zastosowano klasyczna metode kontroli
liczebnosci populacji z wykorzystaniem szczepéw bakteryj-
nych, zaréwno gatunkéw gram-ujemnych Escherichia coli
i Pseudomonas putida, jak i gram-dodatniego gatunku Bacil-
lus subtilis.

Do kazdej serii doswiadczen przygotowywano $wiezy ma-
terial biologiczny. W tym celu zmyto kulture bakterii ze
skoséw agarowych, a nastepnie przeszczepiono ja do podloza
bulionowego YMA o nastgpujacym skladzie: wycigg miesny
— 0,04%, enzymatyczny wyciag kazeiny — 0,54%, hydrolizat
drozdzy - 0,17%, pepton — 0,4%, NaCl - 0,35%. Po 48-go-
dzinnej inkubacji w temperaturze optymalnej dla kazdego
szczepu wyhodowana kulture bakterii odwirowano i przemyto
trzykrotnie woda buforowana. Przygotowana w ten sposéb
zawiesing bakteryjna standaryzowano tak, aby stezenie wyj-
Sciowe poipulacj i po wprowadzenin do badanych prébek wy-
nosito 10% komérek w cm®. W celu oznaczenia liczebnosci
zywychkomérek stosowano metode Kocha. Posiewy z prébek
wykonano w zakresie stezefi 10'+10% cm’a, stosujac jako
podtoze wzrostowe 1,5% agar odzywczy [4].

Po 48-godzinnej ekspozycji zawiesiny bakterii w roztwo-
rach barwnika okre§lono liczbe Zywych komérek w populacji
i obliczono stopien inhibicji bakterii (I, %) z zaleznoSci:

Bo—Bn
I= B, 100 (1)
gdzie:
B — liczba komérek w 1 cm’ probki po czasie ty
B, - liczba komérek w 1 cm® prébki kontrolnej (bez barwnika)
w czasie to

Dyskusja wynikow

Bezposredni atak ozonu nastepuje czedciej w Srodowisku
kwasowym lub wtedy, gdy substancje rozpuszczone w roz-
tworze reaguja bardzo szybko z czasteczka ozonu. Sa to
reakcje bardzo selektywne i tylko nieliczna grupa zwiazkéw
moze by¢ w ten sposéb utleniona. Posredni atak ozonu odby-
wa si¢ poprzez wolne rodniki, wytworzone podczas reakciji
z woda i jej skladnikami. Dominujaca role w tym procesie
odgrywaja rodniki hydroksylowe, kt6re sa bardzo reaktywne.
Procesy rodnikowe przewazaja w Srodowisku zasadowym
i przez to, ze nie sa selektywne, moga utlenia¢ bardzo rézne
typy zwiazkow [5]. Z tych wzgledéw w procesach poglebio-
nego utleniania wprowadza si¢ czynniki promujace powsta-
wanie rodnikéw hydroksylowych, takie jak H2O7 lub promie-
niowanie UV. W obecnosci promieniowania UV ozon rozkla-
da si¢ do form rodnikowych z wytworzeniem niewielkiej
ilosci Hy02. Wytworzony nadtlenek wodoru reaguje z czaste-
czka ozonu tworzac rodniki, ktére z kolei moga reagowad ze
zwiazkami organicznymi. Wprowadzenie do uktadu dodatko-
wej porcji nadtlenku wodoru powoduje zwiekszenie wydaj-
nosci tej reakcji (rys.2).

W wypadku utleniania prowadzonego w ukladzie
H>02/UV mechanizm reakcji jest taki sam jak na schemacie
przedstawionym na rysunku 2, przy czym w reakcjach nie
uczestnicza rodniki pochodzace bezposrednio z rozktadu ozo-
nu. Nadtlenek wodoru pod wptywem promieniowania UV —
podobnie jak ozon — rozktada si¢ do rodnikéw. Okreslenie
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Rys. 2. Mechanizm dziatania ozonu w obecnosci HzOz i UV

ewentualnych zagrozert wynikajacych z rodnikowego mecha-
nizmu proceséw poglebionego utleniania jest trudne i wyma-
ga specyficznych badai fizyczno-chemicznych oraz biologi-
cznych.

We wstepnym etapie badaii scharakteryzowano oddziaty-
wanie barwnika na zachowanie aktywnosci zyciowej szcze-
péw Escherichia coli, Pseudomonas putida oraz Bacillus
subtilis. W oparciu o przeprowadzona kontrolg liczebnosci
populacji otrzymano dane niezbedne do wykre§lenia
krzywych inhibicji, charakteryzujacych odpowiednio kazdy
z trzech testowanych gatunkoéw bakterii (rys.3).
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Rys. 3. Inhibicja wzrostu bakterii E. coli— 1, B. subtilis— 2 i P. putida—3
po 48 h ekspozycji w roztworach barwnika azowego Reactive Blue 81

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw mozna stwier-
dzi¢, ze reaktywny barwnik azowy Reactive Blue 81 w steze-
niudo 1000 g/m3 nie wykazywal toksycznego dziatania w sto-
sunku do badanych szczepéw. Najbardziej wrazliwym szcze-
pem na obecno$¢ tego barwnika okazal si¢ gatunek E. coli,
w wypadku ktérego warto§¢ inhibicji byta najwyzsza i wyno-
sita 14,5%. Z tego wzgledu do dalszych badai wytypowano
bakterie z gatunku E. coli.

Obecno$¢ reaktywnych rodnikéw powstatych w wyniku
zastosowania metod poglebionego utleniania stwarza niebezpie-
czefistwo wystapienia niekontrolowanych reakcji prowadzacych
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do powstania szkodliwych zwiazkéw biologicznie aktyw-
nych. W celu okreslenia dziatania powstatych rodnikéw prze-
prowadzono badania kontrolne przezywalnosci bakterii E. co-
Ii w wodzie po zastosowaniu czynnikéw utleniajacych (rys.4).
W wypadku dzialania samego ozonu, jak réwniez w polacze-
niu z promieniowaniem UV, nie stwierdzono ich negatywnego
wplywu na komdrki wybranego szczepu, co potwierdzaja
dane, ktérych warto$¢ inhibicji nie przekroczyla 18%. Zasto-
sowanie natomiast skojarzonego dziatania ozonu z nadtlen-
kiem wodoru i nadtlenku wodoru z promieniowaniem UV
wywotato znacznie wyZsza inhibicje populacji szczepu, wy-
noszaca okolo 30%
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Rys. 4. Inhibicja populacji E. coli w wodzie
po dziataniu czynnikéw utleniajgcych

Proces odbarwiania roztworéw barwnikéw metoda utlenia-
nia przebiega w dwu etapach. W pierwszej kolejnosci naste-
puje szybkie utlenienie do zwiazkéw bezbarwnych, natomiast
dalsze utlenienie przej$ciowych produktéw bezbarwnych za-
chodzi juz znacznie wolniej. Obnizenie barwy roztworu z za-
stosowaniem zaawansowanego utleniania nie jest réwnozna-
czne z catkowitym rozktadem zwiazku do CO; 1 H70, i z tego
wzgledu nalezy sprawdzic, czy metoda odbarwiania jest bez-
pieczna dla Srodowiska, w ktérym zachodza te procesy.

03/H,0,

W wypadku analizowanych metod odbarwiania roztworéw
barwnika azowego Reactive Blue 81 najszybszy efekt nastapit
dla ukladéw, w ktdrych zastosowano ozon. Ozon charakte-
ryzuje sie duza reaktywnoscia w stosunku do grup chromofo-
rowych. Szczegdlnie szybko reaguje on z grupa karboksylowa
wchodzaca w sktad czasteczek barwnikéw kadziowych 1 in-
dygosoli oraz skutecznie oddzialuje z grupa azowa [6].
Wzmocnienie dziatania ozonu przez wprowadzenie do uktadu
promieniowania UV nie spowodowalo zmiany szybkosci od-
barwiania roztworéw barwnika. Krzywe zaniku barwy pod-
czas utleniania ozonem i w uktadzie O3/UV praktycznie si¢
pokrywaly (rys.5).

Podczas procesu odbarwiania z zastosowaniem ukladéw
zawierajacych O3, O3/UV oraz O3/H202 mozliwy jest podob-
ny przebieg reakcji utleniania barwnika, a wiec mozZna by bylo
sie spodziewacd, ze powstate produkty beda wykazywac taki
sam charakter oddzialywania biologicznego. Przy zastosowa-
niu uktadu H202/UV mechanizm reakcji przebiega z udzialem
rodnikéw, w zwiazku z czym produkt utleniania moze by¢
inny niz w pozostatych wypadkach.

W oparciu o wyniki badari przezywalno$ci bakterii E. coli
stwierdzono, ze odbarwianie roztworéw barwnika za pomoca
ozonu (80% zywych komorek) oraz polaczonego dzialania
ozonu i promieniowania UV (76% zywych komdrek) pozwo-
lito na zachowanie Zyciowej aktywnosci E. coli na poziomie
poréwnywalnym z wynikami dla roztworu przed procesem
utleniania (94% zywych komoérek). Potwierdzeniem tego
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Rys. 5. Przebieg krzywych zaniku barwy w roztworach Heact/ve Blue 81
pod wptywem utieniania (dawka UV - 3,23 hv/min-dm?®,
dawka Og — 4,79 mmol/dm®, dawka HoOz - 72,5 mmol/dm )
faktu bylo niewielkie obmzeme l1czebnosc1 populaciji bada-
nego szczepu z poziomu 10% do 10° komérek w 1 cm’, co
stanowito dla czynnikéw utleniajacych zastosowanych
w ukladzie O3 inhibicje 20%, natomiast dla uktadu O3+UV
inhibicje 24%. Odbarwianie roztworéw barwnika prowadzo-
ne przy udziale nadtlenku wodoru i promieniowania UV spo-
wodowato 48% inhibicje szczepu, co zw14zane bylo z obnize-
niem liczebnosci populacji do poziomu 10* komérek w 1 cm”.
W wypadku odbarwiania roztworu barwnika przy udziale
nadtlenku wodoru i ozonu inhibicja wzrosla do 67% a liczba
zywych bakterii E. coli obnizyla sie do 10° w 1 cm’. Proces
odbarwiania roztworéw barwnika prowadzony w uktadzie
skojarzonego dzialania nadtlenkn wodoru z ozonem, badZ
z promieniowaniem UV, wywar! najbardziej niszczacy
wptyw na komérki testowanego szczepu. Efekt takiego dzia-
tania mégt byé spowodowany pozostaloscia nieprzereago-
wanego nadtlenku wodoru w roztworze lub zwigkszonym
tworzeniem wolnych rodnikéw w tym ukladzie utleniajacym.

Podsumowanie

Do oceny efektéw dziatania metod poglebionego utleniania
przy udziale ozonu, ozonu z nadtlenkiem wodoru, ozonu
z promieniowaniem UV oraz nadtlenku wodoru z promienio-
waniem UV, zastosowanych do odbarwiania roztworéw barw-
nika azowego Reactive Blue 81, przeprowadzono badania
toksycznosci powstatych zwiazkéw przy udziale szczepu Es-
cherichia coli. W oparciu o analize wynikéw badan mozna
stwierdzié, ze metody poglebionego utleniania, wykorzystu-
jace dziatanie ozonu oraz ozonu w obecnosci promieniowania
UV, spowodowaly najszybsze odbarwienie roztworu i jedno-
czeénie pozwolity na zachowanie wysokiej przezywalnosci
analizowanego szczepu bakterii. Silnie niszczace dzialanie
w stosunku do populacji szczepu E. coli stwierdzono w wy-
niku zastosowania uktadéw utleniania zawierajacego nadtle-
nek wodoru w polaczeniu z ozonem oraz nadtlenek wodoru
w potaczeniu z promieniowaniem UV.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna wnioskowac,
Zze do uzyskania efektu odbarwienia roztworéw barwnika
preferowany jest mechanizm bezposredniej reakcji ozonu
zbarwnikiem, a wprowadzenie dodatkowo innych czynnikéw
promujacych rodniki hydroksylowe znacznie podwyzsza to-
ksyczno§¢ produktéw utleniania.

Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, Ze przy wybo-
rze skutecznych metod odbarwiania konieczne jest prowadzenie
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dodatkowo oceny ich biologicznego oddziatywania, uwzgled-
niajacej bezpieczefistwo warunkéw zycia organizméw w Sro-
dowisku wodnym.
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Biological Estimation of the Effect of Dye Removal
via Advanced Oxidation Processes

Thedecolorizationprocessundertestcarried outbyadvanced
oxidation processes (AOPs) and its effect on the survival of
bacteria was studied. Aqueous solutions of reactive dyestuff
(Reactive Blue 81, 100 mg/dm3 ) were decolorized by using O3,
OxH0;, Oy UV, and HyOy/UV as oxidizing agents. Each oxi-
dation process was discontinued after complete decolorization
had been achieved. The toxicity of the intermediates formed in
the course of the AOPswas determined by the growthtestmethod.

The results showed that untreated dyestuff had no toxic effect
on the bacterial cultures made use of in the study (E. coli,
P.putida, B.subtilis) up to the dye concentration of 1000 mg/dm 3
Decolorization in the presence of O3 or O3/UV exerted no
detrimental effect on E. coli. In the presence of O¥HO; or
HyOo/UV, bacterial growth was seriously inhibited (from 48 to
67%).
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