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Czes¢ teoretyczna

1.0. Wprowadzenie

W ciagu ostatnich lat obserwowane jest zwigkszajace si¢ zainteresowanie problemami
antropopresji i ochrony srodowiska. W $wiadomosci opinii publicznej wzrasta znaczenie
zagadnien ekologicznych a co za tym idzie, ksztaltowanie wlasciwej oceny szkodliwego
wplywu gospodarczej dziatalnosci czlowieka na jego przyrodnicze otoczenie [1]. Jednym z
najbardziej zagrozonych elementéw srodowiska jest woda. zardbwno powierzchniowa jak i
gruntowa. Woda jest absolutnie nieodzowna dla zycia roslin. zwierzat 1 ludzi. Stoi na
pierwszym miejscu w hierarchii wszystkich potrzeb zyciowych. Jest podstawowym surowcem
w zyciu codziennym, a w przemysle jest podstawa wielu procesow produkeyjnych. Réwniez
rolnicza dzialalno$¢ czlowieka zwiazana jest z obecnoscia wody. Jednakze cziowiek
systematycznie zanieczyszcza wode zaréwno podczas jej wykorzystywania jak i
wprowadzania do Srodowiska naturalnego coraz to wiekszej ilosci ksenobiotykéw. Coraz
czedcie] zanieczyszczenia te dominuja i zaklocaja naturalne procesy rozkladu, polegajace na
mikrobiologicznym usuwaniu z wody zanieczyszczen organicznych i przeksztalcaniu ich w
proste zwigzki mineralne. Mimo tego. iz czlowiek buduje dzi§ coraz to drozsze i bardziej
skomplikowane urzadzenia do uzdatniania wody, pewnych zanieczyszczen nie mozna z niej
catkowicie usuna¢. Niezmiernie waznym problemem cywilizacyjnym jest wigc ochrona wody
przed zanieczyszczeniami. Z jednej strony trzeba wigc ograniczy¢ przedostawanie sie
zanieczyszczen do srodowisk wodnych z drugiej za$ strony poszukiwaé¢ nowych, prostych i
tanich rozwigzan oczyszczania wod i $ciek6w majacych na celu odwrdcenie drastycznych i
diugotrwatych zmian w ekosystemach [2.3].

1.1. Wystepowanie zanieczyszczen ropopochodnych w srodowisku
naturalnym

Zanieczyszczenie substancjami ropopochodnymi $rodowiska naturalnego jest
powodem degradacji ekosystemow wodno-ladowych. Rosnace zapotrzebowanie na produkty
przemystu naftowego i wynikajaca stad konieczno$¢ ich magazynowania 1 dystrybucji.
stwarza stale zagrozenie $rodowisk wodnych ciaglym doptywem weglowodorow
pochodzacych z substancji ropopochodnych [4 ]. Wedlug R.B. Caim’a [5]. na Swiecie, co
roku wydobywa sie okolo 5-10x 10° ton ropy naftowej, z czego az 40% trafia do
ekosystemdéw, jako zanieczyszczenie. Szczegdlnie grozne i alarmujace wydarzenia to
katastrofy wielkich tankowcéw czy cystern. Rownie niebezpieczne sa takze skazenia
substancjami naftowymi pochodzacymi z zakladéw rafineryjnych i petrochemicznych.
terminalow  paliw  plynnych, awarii $rodkéw transportu, urzadzen 1 instalacji
technologicznych. nieszczelnosci rurociagdw i zbiornikdw podziemnych i z innych przyczyn
wigzacych sie z niewlasciwym gospodarowaniem przez czlowieka tymi produktami. Bardzo
czesto efekty nieszczesliwych wypadkow. ludzkich bledéw i nie przemyslanych dziatan
prowadza do zniszczenia S$rodowiska naturalnego na wiele lat. Zagrozenia zwiazane z
rozlewami ropy naftowej i jej pochodnych pojawiaja sie co jakis czas na pierwszych stronach
gazet w zwiazku z katastrofami ekologicznymi spowodowanymi przez awarie tankowcow,
morskich platform wydobywczych czy dzialania wojenne [6]. Tak bylo w przypadku
katastrofy kuwejckiego tankowca ,,Torrey Canion” koto Potwyspu Kornwalijskiego w 1967
roku, kiedy 30 tysigcy ton ropy zanieczyscilo ponad 650 km? morza. W 1978 roku wypadek



tankowca ,,Amoco Cadiz” w kanale La Manche spowodowal wyciek 230 tysiecy ton ropy

zanieczyszczajac 160 kilometréw francuskiego wybrzeza, zagrazajac takze Wyspom

Normandzkim. Wypadek spowodowat $mier¢ kilkudziesieciu tysiecy ptakow i milionow ryb

oraz innych organizméw morskich. Natomiast na skutek katastrofy tankowca ,.Exxon Valdez”

na Alasce w 1989 roku duzemu zniszczeniu ulegly obszary parku narodowego Katmani oraz
obszary chronionej dzikiej przyrody dalekiej podinocy. Wypadek ten zagrozil terenom
legowym 1 spowodowal wedlug M. Holloway’a [7] $mier¢ 3 milionow ptakow, tysiaca
ssakow morskich 1 zwierzat ladowych takich jak lisdw, niedzwiedzi i drobnych ssakow.

Swiadome i celowe uzycie przez Irak ropy naftowej jako broni ekologicznej roku

spowodowalo skazenie nig wody i gleby na niespotykang dotad skale. W 1991 roku w celu

utrudnienia ataku desantu morskiego i dzialania wojsk lotniczych wylano rope do wod zatoki

Perskiej 1 podpalono wieze wydobywcze. Na skutek tyeh poczynan katastrofa ekologiczna

objeta wszystkie komponenty srodowiska przyrodniczego [8.9 ].

W Polsce. w ostatnich latach. réwniez mamy do czynienia ze stanem Kkleski
ekologicznej zwigzanej z rozlewami substancji ropopochodnych. Na terenach, ktore byly w
posiadaniu wojsk bylej Armii Radzieckiej skazenia tymi substancjami znacznie przekraczaja
normy. Wojskowa Akademia Techniczna na zlecenie Panstwowej Inspekcji Ochrony
Srodowiska, w latach 1992-1993, prowadzita badania dotyczace identyfikacji i wyceny szkdd
ekologicznych spowodowanych przez te wojska. Byly one rozlokowane gldwnie w
zachodniej 1 podlnocno-zachodniej czesci naszego kraju. Wedlug A. Spychaly [10]
zanieczyszczeniu substancjami ropopochodnymi ulegio s$rodowisko wodno-gruntowe; na
terenie lotnisk, baz paliw, skladow amunicji i portdéw wojennych, o powierzchni okolo 406
ha. W wielu rejonach stwierdzono wystepowanie warstwy plywajacego paliwa na
powierzchni wod podziemnych o grubosci od ..filmu” do 5 m. Najwieksze rejony
zanieczyszczen wystepowaly w miejscowosciach Krzywa (39.1 ha). Borne Sulinowo (32.7
ha), Kluczewo (37.9 ha), Karczmarka (84,1 ha), Stara Kopernia (41,0 ha) 1 Raszdéwka (9.9
ha). Nie nalezy jednak lekcewazy¢ malych i powszechnie wystepujacych Zrodel emisji
substancji ropopochodnych do srodowiska. bowiem to wlasnie one majg najwiekszy udzial w
degradacji ekosystemow. J. Siuta [11] twierdzi, ze wszedzie tam. gdzie stosuje si¢ produkty
naftowe moga powsta¢ zanieczyszczone nimi Scieki. Na przykiad badania prowadzone w
USA wykazaly, ze az 33% ropy trafiajacej] do mdrz kazdego roku pochodzi z rutynowych
operacji na tankowcach, takich jak oproznianie zbiornikow z balastu, natomiast 36% to
odpady przemystowe i komunalne. Obcigzenie weglowodorami wéd powierzchniovn'ch silnie
zanieczyszczonych ropa i jej pochodnymi siega kilkunastu mg/dm’. przy poziomie 0,01-1
mg/dm” w wodach nieznacznie zanieczyszczonych. Natomiast progowe stezenie produ}\tow
ropopochodnych wykrywalnych w wodzie zmyslem smaku wynosi Juz 0.1 mO/dm a
zmyslem zapachu. w zaleznosci od rodzaju produktu. od 0,00005 mg/dm” do 2 mg/dm’. NDS
dla substancji ropopochodnych w polskim ustawodawstwie wynosi 15 mg/dm’ [12,13 ].

Zrodla emitujagce do Srodowiska przyrodniczego substancje ropopochodne 1 tym
samym powodujace powstawanie zaolejonych sciekow J. Hupka [14 ] podzielil na trzy grupy:
1. Do pierwsze] grupy naleza wielkie zaklady przemystowe. zaklady rafineryjne i

petrochemiczne, zaklady przemysiu metalowego. maszynowego i energetycznego. Scieki
powstajace w tych zakladach obok substancji ropopochodnych zawierajg takze szereg
innych zwiazkéw (np. chlorki, siarczyny, siarczki, amoniak. cyjanki, fenole, merkaptany,
sulfoniany. kwasy organiczne, aldehydy i alkohole). Zaklady te w przewazajacej czgsci
posiadaja wlasne oczyszczalnie sciekow.

2. Do drugiej grupy naleza zaklady gospodarki produktami naftowymi oraz magazyny
dystrybucyjne i stacje benzynowe, przedsiebiorstwa eksploatacji rurociagdw naftowych,
zaktady regeneracji paliw ptynnych, stacje i magazyny technicznej obstugi rolnictwa,
bazy transportowe, zaklady naprawcze taboru kolejowego, lokomotywownie, stacje paliw



PKP, stacje obstugi samochoddw itp. Zaktady i obiekty wyzej wymienione nie posiadajg
w przewazajacej czesci oczyszezalni $ciekOw natomiast Scieki tam powstajace zawieraja
gléwnie substancje ropopochodne. Oczyszczanie Sciekow tam powstajacych ogranicza sig
glownie do zastosowania prostych separatorow grawitacyjnych.

Do trzeciej grupy naleza obiekty plywajace, statki oceaniczne i $rddladowe, platformy
wiertnicze, pltywajace magazyny i zbiorniki produktéw naftowych. Obiekty te ze wzgledu
na ograniczong ilo$¢ miejsca maja mate mozliwosci w gromadzeniu odpadow naftowych i
ograniczong mozliwo$¢ wyboru metod odolejania.

Ropa naftowa i jej produkty po dostaniu si¢ do wody rozplywaja si¢ po jej
powierzchni tworzac zanieczyszczenia powierzchniowe. Dzieje si¢ tak na skutek tego iz
wigkszos¢ weglowodorow ma gestosé mniejsza od wody. Juz litr oleju tworzy na wodzie
plame o powierzchni okolo 4000 m?. Blony powierzchniowe na skutek ruchu laminarnego.
burzliwego, falowania i opaddéw atmosferycznych zamicniajg sie w emulsje, czyli
zanieczyszczenia objetosciowe. Substancje ropopochodne moga si¢ takze dosta¢ do wod
podziemnych skazajac uzytkowe poziomy wodonos$ne. zasadnicze zrodla wod pitnych. Dzieje
si¢ tak na skutek przedostania si¢ substancji olejowych do gruntu [15 ]. Poczatkowo skazeniu
ulega wierzchnia warstwa gleby. Nastepnie weglowodory przemieszczaja si¢ pionowo pod
wplywem sit grawitacji i sil kapilarnych w strefie aeracji gleby. potem po osiagnigciu strefy
wzniosu kapilarnego zaczynajg sie rozprzestrzeniaé w kierunku poziomym. Dalej migracja
pozioma odbywa sie w kierunku zgodnym ze spltywem wodd podziemnych do miejsc nieraz
bardzo odleglych od miejsca zanieczyszczenia.. Najczescie] mOwi si¢ 0 zanieczyszczeniu
poziomu wodonosnego, gdy nad zwierciadlem wody wystepuje warstwa weglowodoréw
nierozpuszczalna w wodzie [16 ].

Produkty olejowe, stanowiace zanieczyszczenia wdd. moga wystegpowaé w postaci
rozpuszczonej, zemulgowanej lub niezemulgowanej. Poniewaz rozpuszczalnos¢ tych
substancji w wodzie jest niewielka, rzedu 40-80 mg/dm’ i maleje wraz ze wzrostem liczby
atomdéw wegla w czasteczee, wigksze ilosci olejow mogq sie znajdowaé¢ w wodach i sciekach
tvlko w postaci nierozpuszczonej. Oleje niezemulgowane moga si¢ unosi¢ swobodnie na
powierzchni wody w postaci warstwy olejowej lub swobodnie plywajacych skupisk kropli
albo moga tworzy¢ zlepy olejowe z zawiesinami o roznych rozmiarach aglomeratow. Oleje
zemulgowane moga tworzy¢ dwa typy emulsji olejowych: olej w wodzie (emulsja
hydrofilowa) i woda w oleju (emulsja hydrofobowa). Emulsje takie moga by¢ stabilizowane
emulgatorami wystepujacymi przypadkowo w sciekach lub dodanymi tam celowo [ ]. Z
warstwy oleju znajdujacego si¢ na powierzchni wody lzejsze frakcje szybko odparowuja do
atmosfery, pozostaja za$ zwiazki o wiekszej liczbie atomow wegla w czasteczce, ale tez
mniejszej rozpuszczalnosci w  wodzie. Podstawowymi wiasciwosciami  fizycznymi
decydujacymi o migracji substancji ropopochodnych w wodzie jest ich ggstos¢ i lepkosé. Im
wigksza ich warto$¢ tym bardziej zmniejsza si¢ zdolnos¢ weglowodorow do migracji w
srodowisku wodnym [17.18 ].

wo

1.2. Dziatanie zanieczyszczen ropopochodnych na organizmy zywe

Ropa naftowa i jej pochodne oddzialywaja toksycznie na organizmy zywe hamujac
tym samym naturalne procesy rozkladu zachodzace w wodach  powierzchniowych i
gruntowych, przez co zmniejsza sie ich przydatmosé do celdw pitnych, gospodarczych i
rekreacyjnych [6]. Niektére ze skladnikow substancji ropopochodnych. zwlaszcza
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, wykazuja nie tylko dzialanie toksyczne na
organizmy zywe, ale moga by¢ odpowiedzialne za wystepowanie wielu groznych mutacji
oraz chorob nowotworowych [19 ].



Zloza ropy naftowej powstaly w odlegltych epokach geologicznych w wyniku
beztlenowego rozkiadu substancji organicznej pochodzenia roslinnego i zwierzegcego.
Prawdopodobnie znaczny udzial w tym procesie odegraly bakterie beztlenowe, czerpiace
energie potrzebng do zycia z redukcji zwigzkdéw organicznych 1 wydzielajace metan jako
produkt przemiany materii. Ropa naftowa jest mieszaning weglowodoréw ciektych. statych i
gazowych. Glownymi jej skiadnikami sa weglowodory parafinowe ( alkany — lancuchowe 1
rozgalezione, 27-72%), naftenowe ( cykloalkany, 22-67% ). aromatyczne (6-14%) 1 zwiazki
heterocykliczne. Udzial poszczegélnych grup weglowodoréow zalezy od pochodzenia ropy
naftowej. Wieloletnie badania nad ropa naftowa pozwolily na wydzielenie z niej okolo 300
roznych zwiazkéw chemicznych. Podstawowa metoda przerobki ropy nafiowej jest
destylacja, proces polegajacy na rozdzieleniu ropy na frakcje weglowodorow, wedlug ich
temperatury wrzenia, zaleznej od wielkosci czasteczek. Pod wplywem ogrzania do
temperatury 350-400 ° C odparowujg z ropy weglowodory. z ktéryeh skladajg si¢ tzw.
produkty biale: benzyna, nafta i olej napedowy. Natomiast mazut. zlozony z weglowodoréw o
wyzszej temperaturze wrzenia. pozostaje w stanie cieklym. W wyniku destylacji mazutu
otrzymuje si¢ destylaty olejowe, ktdre sa surowcami do wyrobu olejéw smarowych i cigzka
pozostalos¢ asfalt i gudron (schemat 1) [20.21 ].

Olej napedowy jest frakcja ropy naftowej uzyskiwana podczas jej destylacji i wrzaca w
temperaturze 180-350 ° C. Pod wzgledem chemicznym stanowi zlozona. wielosktadnikowa
mieszaning zwigzkdw organicznych, gtdwnie weglowodoréw zawierajacych w czasteczee od
10 do 24 atoméw wegla. Glownymi jego skladnikami sg weglowodory parafinowe (
prostotancuchowe 1 rozgalezione ). jedno-, dwu- 1 trdjpierscieniowe weglowodory
cykloparafinowe, niewielkie ilos$ci weglowodoréw aromatycznych gléwnie naftalenu,
antracenu 1 fenantrenu oraz $lady ciezszych wielopierscieniowych weglowodordéw
aromatycznych [22 ]. Stosowany jest giéwnie do napedzania wysokopreznych silnikow
Diesla i oprécz bazy olejowej stanowiacej ok. 80%-85% zawiera takze pakiet dodatkow
poprawiajacych wilasciwosci eksploatacyjne ( ok. 10% ) oraz wiskozatory ( 0k.5% ) [ ]. Jest
on czesta przyczyng zanieczyszczenia S$rodowiska naturalnego. Toksycznos¢é olejow
silnikowych $wiezych jest mniejsza od olejow uzywanych (przepracowanych). poniewaz
podczas pracy silnika dochodzi do procesow utleniania i degradacji zwiazkow wchodzacych
w sklad bazy i1 dodatkow. Ostatnio wprowadza sie na rynek paliwa reformulowane to jest
takie. ktére charakteryzuja sie obnizona zawartoscia weglowodoréw aromatycznych oraz
zwiazkéw siarki i azotu, ponadto zawierajg dodatki ekologiczne w postaci alkoholi. estrow
metylowych 1 kwasow tluszczowych olejow roslinnych. Zabiegi te obnizaja emisje zwiazkow
toksycznych w spalinach przyczyniajac sie rowniez do obnizenia zawartosci najbardziej
szkodliwych i opornych na biodegradacje weglowodoréw aromatycznych co na pewno
powinno wplyna¢ na zmniejszenie zagrozenia dla $rodowiska W momencie
niekontrolowanego wycieku olejow napedowych [23 ].

W zaleznosci od wzglednej zawartosci poszczegdlnych grup weglowodorow w
produktach ropopochodnych ich wplyw na organizmy zywe jest rozny. Niektore frakcje
weglowodordw otrzymywanych z ropy naftowej sa od dziesiatkow lat w powszechnym
uzyciu i nie stwierdzono ich toksycznego i kancerogennego dzialania. Tymi produktami sa
np. benzyny ekstrakcyjne, nafty kosmetyczne 1 apteczne stosowane Ww przemysle
spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym. Frakcje te zawieraja w swoim skladzie
glownie weglowodory parafinowe [24 ].

Szkodliwymi i nieobojetnymi dla $rodowiska i zdrowia sg weglowodory aromatyczne
mono- 1 wielopierscieniowe oraz ich alkilowe pochodne. Oleje silnikowe zawieraja do
30;,Lg/dm3 benzo(a)pirenu, niebezpiecznego zwigzku. ktory uznawany jest za potencjalnie
rakotworczy. Wprowadzenie do wod s$ciekéw nie oczyszczonych, gidownie z przemystu
petrochemicznego, powoduje bezposrednie skazenie s$rodowiska wodnego przez WWA.
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Potwierdzaja to wysokie stezenia benzo(a)pirenu stwierdzone przez Samoilovicha [25 ]. W
wodach w odlegtodci 3-4 km w dot rzeki od miejsca wprowadzenia zaolejonych $ciekdw
stwierdzono stezenia benzo(a)pirenu rzedu 0,05-3.5 ng/dm’, a w odleglosci 21 km od tego
punktu 0,01-0.6 pg/dm?. Obecnos¢ w wodach wykorzystywanych jako zrodta wéd pitnych
nawet $ladowych ilosci weglowodoréw aromatycznych prowadzi do powstawania w procesie
uzdatniania (chlorowanie) bardziej toksycznych, mutagennych 1 rakotworczych oraz
uciazliwych do usuniecia chloroaromatow [26 ].

Schemat 1. Destylacyjna przerébka ropy naftowe;j

ROPA NAFTOWA

PRODUKTY JASNE MAZUT

TN o~

BENZYNA NAFTA OLEJNAPEDOWY DESTYLATY ASFALT GUDRON
OLEJOWE

OLEJE SMAROWE

W $rodowisku wodnym zanieczyszczenie substancjami ropopochodnymi jest w
pierwszym rzedzie niebezpieczne ze wzgledu na tworzenie sie¢ powierzchniowych i
objetosciowych warstw odcinajacych doplyw tlenu atmosferycznego 1 zlepiajacych
organizmy zywe, a tym samym powodujacych uposledzenie wielu ich funkcji zyciowych. co
prowadzi do ich $mierci. Po usunieciu oleju zgromadzonego na powierzchni wody metodami
mechanicznymi w srodowisku pozostaja jeszcze zsedymentowane cigzsze frakcje 1 frakcje
rozpuszczalne w wodzie, ktére moga oddzialywac toksycznie na flore 1 faung przez wiele lat
od momentu skazenia [27.28]. J.H. Vandermeulen [29.30] podaje, Ze substancje
ropopochodne uszkadzaja blony komdrkowe organizméw planktonowych, zmieniajac ich
przepuszczalno$¢. dzialaja hamujaco na system transportu elektronéw w oddychaniu
komoérkowym. a tym samym wplywaja na stezenie ATP. Ponadto, uposledzaja procesy
fotosyntezy 1 procesy rozmnazania. Toksyczne dzialanie produktéw ropopochodnych w
stosunku do organizméw wodnych obserwowano wedtug D.W. Donnell’a [31] przy
stezeniach frakcji rozpuszczalnych wynoszacych: 0,1 mg/dm’ dla zooplanktonu, 1.4 mg/dm”
dla organizméw bentonicznych, 1.2 mg/dm’ dla embrionéw ryb, 0,3 -16.1 mg/dm’ dla
duzych ryb.

Natomiast obecnos¢ ropy naftowej w glebie prowadzi do licznych zmian w morfologii
1 budowie anatomicznej roslin — chlorozy organéw nadziemnych, odwodnienia i uszkodzenia
komérek migkiszu oraz tkanki okrywajacej. porazenia systemu korzeniowego, blokady
naczyn przewodzacvch przez substancje ropopochodne. W konsekwencji dochodzi do
deficytu wody w roslinie i jej zamierania [32 ].

U ssakow na dzialanie oleju napedowego narazony jest gtdwnie uklad oddechowy i
skora. Oleje moga sie wchlania¢ do organizmu czlowieka z drég oddechowych. przewodu
pokarmowego i przez nieuszkodzona skore. Krople olejowe o srednicy ponizej 6 pm moga
przenika¢ do pecherzykow plucnych, gdzie sg fagocytowane przez biale krwinki, a nastgpnie
transportowane do weziow chlonnych i tkanki tluszczowej ( ze wzgledu na swdj lipofilny
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charakter ), skad moga by¢ transportowane do innych narzadéw organizmu. Wigksze czastki
olejowe sg zwykle przechwytywane przez blone Sluzowag w oskrzelach 1 w wigkszosci
przedostajg sie do noso-gardzieli, skad saq potykane i przenoszone do zotadka [33 ].

Oleje sa oporne na rozkiad enzymatyczny i dlatego sa wolno wydalane z organizmu.
W organizmie zachodzi bardzo niewielka przemiana weglowodorow alifatycznych prostych i
rozgatezionych. Jedynie weglowodory aromatyczne ulegaja procesom biotransformacji
podczas ktérej nastepuje utlenianie weglowodoréw aromatycznych poprzez zwiazki
epoksydowe do trans-dwuhydrodioli, ktore sa nastepnie utleniane do katecholi, co pozwala na
enzymatyczne rozszczepienie pierscieni aromatycznych. U zwierzat dos$wiadczalnych
pozostaje az 88-99 % oleju nieroziozonego Duza ilos¢ wchionietych par olejowych wydalana
jest z pluc na zewnatrz, a niewiclkie ilosci, glownie metabolity powstale z przemiany
weglowodorow aromatycznych, s wydalane z moczem i katem [34.35 ].

1J ludzi narazonych na mgle olejowg obserwuje sie przewlekle niezyty gémych drog
oddechowych. zanikowe zmiany w blonie §luzowej nosa i gardla oraz podraznienia oczu,
zaburzenia czynnosci pluc, zmiany we krwi obwodowej, w immunologicznej reaktywnosci
oraz zmiany na skorze o charakterze podraznieniowym i alergicznym. W ostrych zatruciach
inhalacyjnych obserwowano nudnosci , wymioty, kaszel, obrzgk pluc. krwioplucie 1 w
nastepstwie tego zapalenie ptuc. Doustne zatrucie. ktére wystepuje w przypadku spozycia
ponad 1 mg substancji olejowych na kilogram masy ciata ( dawka $miertelna przy doustnym
spozyciu substancji olejowych zostala okreslona na ok. 10 cm ) powoduje oslabienie,
zawroty glowy, zwolniony i ptytki oddech, utrat¢ przytomnosci, drgawki i zgon [36.37 ].

W warunkach ekspozycji podostrej i przewleklej na olej napedowy ujawnia sie jego
szkodliwe dzialanie na organizm zwierzat w obrebie ukiadu oddechowego i skéry [ ]. Oleje
posiadaja wilasciwosci kumulacji, ktorej sila dzialania jest zroznicowana w zaleznosci od
sktadu oleju. Po przeniknieciu do ptuc oleje dzialaja drazniaco na miazsz ptucny i wywoluja
pojawienie sie licznych makrofagéw wokot czastek oleju, powodujac wzrost tkanki
ziarninowej , a nastepnie jej zwioknienie prowadzace do olejowego, przewleklego zapalenia
pluc. Substancje te powodujg takze rozpuszczanie lipidéw ustrojowych, a wigc neurondw i
blon komérkowych, co prowadzi do uszkodzen w obrgbie ukladu nerwowego oraz innych
uktadow i narzadow takich jak: watroba, nerki. szpik kostny. ukiad krazenia czy zaburzenia
mechanizmow odpornosciowych [38 ]. Oleje moga takze oddzialywac niekorzystnie na
material genetyczny wywotujac wiele niekorzystnych mutacji prowadzacych do powstawania
nowotworow. Aktywno$¢ rakotwoérceza olejow zalezy od typu surowego oleju wyjsciowego,
sposobu i stopnia rafinacji, od rodzaju stosownych dodatkow uszlachetniajacych, od czasu
uzytkowania i sposobu podania . Jedynie ciezsze frakcje olejowe o temperaturze wrzenia 300-
360 °C i 3835-420 °C powodowaly u zwierzat do$wiadczalnych nowotwory zlosliwe skory.
bialaczke czy efekty teratogenne. Olej silnikowy $wiezy na ogol nie wywoluje efektow
mutagennych u zwierzat do$wiadczalnych. Natomiast olej zawierajacy dodatki ( np. naftenian
olowiu ) jest przyczyna zmian rakotwdrczych skory u okolo 50% badanych zwierzat. Olej
silnikowy przepracowany wywoluje powstawanie raka skdry, poniewaz podczas uzywania
zwieksza sie w nim zawartos¢ weglowodorow aromatycznych [39 .

1.3. Metody usuwania zanieczyszczen ropopochodnych ze
srodowiska naturalnego

Zagadnienie oczyszczania srodowiska wodno-gruntowego z substancji ropopochodnych
jest wciaz nie rozwiazane w sposob zadawalajacy. Usuniecie tvch substancji ze $rodowiska
jest zwykle przedsiewzieciem trudnym i kosztownym, poniewaz wymaga cz¢sto zastosowania
nie jednej lecz wielu metod, po sobie nastepujacych.
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Natomiast, w przypadku oczyszczania $ciekéw stosuje si¢ nastgpujace metody:
mechaniczne, flotacyjne, chemiczne, fizvkochemiczne, termiczne, elektryczne, magnetyczne i
biologiczne [14 ]. Wybor metody oczyszczania zalezy od wielu czynnikdw, takich jak np.:
pochodzenie, skiad i stezenie weglowodorow w zaolejonych wodach i1 $ciekach, stopien
rozdrobnienia fazy olejowej, charakter emulsji olejowej czy tez temperatury 1 odczynu.
Czesto stosuje sie kilka metod na raz wykorzystujac do tego celu jedno lub kilka urzadzen.
Najwazniejszymi problemami w usuwaniu zanieczyszczen olejowych ze $rodowiska sa: jak
najszybsze usuniecie warstwy substancji ropopochodnych z powierzchni wody bezposrednio
po awarii oraz usuniecie z wody zarowno fazy weglowodoréw nierozpuszczalnych jak i
rozpuszczalnych w wodzie, pozostalych tam po szybkim mechanicznym usunigciu tych
substancji [40, 41].

Metody mechaniczne

Metody te wykorzystuja fakt, ze oleje maja malq rozpuszczalno$¢ w wodzie i mniejsza
od nich gestos¢. Stosuje sie je do odolejania sciekdéw zawierajacych substancje ropopochodne
w postaci ptywajacych kropel lub w postaci zdyspergowanej, grubej i nietrwalej emulsji. W
separatorach ( odolejaczach ) wykorzystuje si¢ sity grawitacyjne. bezwladnodci i odsrodkowe
dzialajace na olej rozproszony w wodzie. w celu uzyskania dwoch niemieszajacych sie ze
soba warstw: olejowej i wodnej. Nastepnie faze olejowa zbiera si¢ przy pomocy specjalnych
urzadzen np. skimmerow.

Metody flotacyine

W tych metodach doprowadza si¢ powietrze do oczyszczanych sciekow, poprzez
napowietrzanie drobnopecherzykowe, po to aby zdyspergowany olej gromadzil si¢ na granicy
faz: pecherzyk powietrza - woda i byl wynoszony na powierzchnig¢ cieczy. Czgsto stosuje si¢
metody flotacyjne razem z metodami mechanicznymi.

Metody chemiczne

Metody chemiczne. stosowane sa najczesciej do destabilizacji trwalej emulsji
olejowej, obejmuja koagulacje i ekstrakcje. W wielu przypadkach skuteczna jest koagulacja
za pomocg soli zelaza i glinu. Wytracony w wyniku dawkowania koagulantu ktaczkowaty
osad wodorotlenku zelazowego lub glinowego sorbuje na swej powierzchni czastki oleju.
Przy ekstrakcji wykorzystuje sie lepsza rozpuszczalno$¢ substancii olejowych w organicznym
rozpuszezalniku niz w wodzie. Metode ekstrakeji stosuje sie przy duzych koncentracjach
ropopochodnych w oczyszczanych wodach czy $ciekach.

Metody fizvkochemiczne

Do metod fizykochemicznych naleza: sorpcja. filtracja, ultrafiltracja, hiperfiltracja i
koalescencja w zlozu. Odolejanie $ciekéw w procesie sorpcji polega na zetknigciu sig
zemulgowanych czastek oleju z cialem stalym — sorbentem, w wyniku czego dochodzi do
procesow adsorpcji i absorpcji. Sorpcje prowadzi si¢ z wykorzystaniem stalego zloza lub
rozdrobnionych sorbentéw umieszczonych w roztworze wodnym. Oczyszczalnie tego typu
osiagajg najlepszy stopien usuwania zanieczyszczen ropopochodnych gdy w sciekach do nich
doplywajacych pozostanie jeszcze okolo 40-80 mg ropopochodnych w litrze, po uprzednim
mechanicznym usunieciu warstwy tych substancji [42]. Za zloze sorpcyjne stuzy czesto
wegiel aktywny, syntetyczne szklo, pianki poliuretanowe, wiorki drzewne, granulowana



glinia, piasek kwarcowy, zwir, antracyt, koks czy ziemia okrzemkowa. Czg¢sto po procesie
koagulacji stosuje si¢ proces filtracji. Oleje zatrzymuja si¢ na materiale filtracyjnym jakim
jest piasek kwarcowy, zwir, antracyt, koks, ziemia okrzemkowa, wiory drewniane i odpady ze -
szmat bawetnianych. Ultrafiltracja pozwala na oddzielenie najdrobniejszych kropli emulsji na
membranach ceramicznych. Sila napedowa procesu mikrofiltracji jest cis$nienie
transmembranowe wytwarzane przez pomp¢ recyrkulacyjna. Przez membrang przeplywa
woda (permeat ), z niewielka iloscia rozpuszczonych w niej skiadnikéw organicznych.
Retentat, czyli skoncentrowana emulsja substancji organicznej przeptywa nad powierzchnig
membrany. Permeat pozostawia na powierzchni membrany zatrzymane krople oleju. Za
pomoca hiperfiltracji prébuje si¢ usungé frakcje olejow rozpuszezone w oczyszczanych
wodach lub Sciekach. Do usuwania ze s$cickow olejow niemal powszechnie stosuje si¢
koalescencj¢. Proces ten polega na iaczeniu si¢ malych czastek oleju zdyspergowanych w
wodzie w wigksze skupiska wskutek wzajemnych zderzen. W wyniku tego. nastgpuje
zmniejszenie stopnia rozdrobnienia fazy rozproszonej i utworzenie z niej warstwy. mozliwej
do usuniecia metodami mechanicznymi. Proces koalescencji. przeprowadza si¢ przy pomocy
z16z wykonanych z materialéw widknistych czy ziarnistych, poniewaz zjawisko to znacznie
tatwiej przebiega na powierzchni substancji stalej.

Metody termiczne

Metody te maja na celu deemulgacje oleju i wydzielenie go ze sciekdéw. Uzyskuje sig
ten efekt poprzez podgrzewanie sciekow, ich odparowanie i destylacje¢ lub przez wymrazanie i
pozniejsza krystalizacje. Metody te sg jednak zbyt kosztowne aby je stosowa¢ na duza skale.

Metody elektrvezne

Oparte sa na koalescencji kropel olejowych w polu elektrycznym i na ich dalszej
adsorpcji na produktach przebiegajacej jednoczesnie elektrolizy sciekow. Czesto proces ten
przebiega z elektrolitycznym roztwarzaniem elektrod zelaznych lub glinowych, w wyniku
czego powstaja wodorotlenki zelazowe lub glinowe oraz tlen i wodoér. Nastgpnie nastepuje
proces koagulacji kropel olejowych oraz flotacja powstatych aglomeratow wspomagana przez
wydzielajace si¢ w procesie elektrolizy gazy.

Metody magnetvezne

Do oczyszczanych $ciekow dodaje sie substancje ferromagnetyczne, ktore tacza sie z
olejem. W ten sposob rozproszona substancja olejowa uzyskuje wilasciwosci magnetyczne i
nastepnie jest usuwana ze sciekéw w trakcie przechodzenia przez wypelnienie umieszczone w
polu magnetycznym.

Metody biologiczne

Polegaja na zastosowaniu drobnoustrojéw wykorzystujacych substancje olejowe jako
zrodla wegla i energii. Najczesciej stosuje sie osad czynny lub blony biologiczne. Metody te
wykorzystywane sa powszechnie do koncowego oczyszczania sciekow zaolejonych, czyli do
takich Sciekow ktore zawierajg substancje olejowe rozpuszczone w wodzie [43 ].

Oczyszczanie gleby moze sie odbywaé¢ wieloma metodami w zaleznosci od rodzaju i

wielkosci skazenia. Najczesciej wstepne oczyszczanie odbywa sie metodami mechanicznymi,
polegajacymi na zbieraniu rozlewow z powierzchni terenu, sptukiwaniu ich goraca woda o
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temperaturze 60 °C lub spalaniu. Stosuje si¢ takze metody chemiczne polegajace na
ekstrakeji zanieczyszczen z gleby przy pomocy rozpuszczalnikéw, lub ich koagulacji i
flokulacji. Ostatnig grupe metod stanowig metody biologiczne opierajace si¢ na zapewnieniu
mikroorganizmom rozkladajacym produkty ropopochodne optymalnych warunkéw wzrostu 1
rozmnazania si¢ czyli dazace do przyspieszenia naturalnego procesu samooczyszczania gleby.
Uzyskuje sie to poprzez wzbogacanie $rodowiska w skladniki pokarmowe w postaci
zwiazkéw azotu 1 fosforu, poprzez dostarczenie odpowiedniej ilosci tlenu oraz poprzez
zapewnienie optymalnej temperatury 1 wilgotnosci. Przy czym metody biologiczne moga by¢
oparte na dziataniu mikroflory autochtonicznej lub polega¢ na wprowadzeniu obcych dla
danego $rodowiska mikroorganizmdéw rozkladajacych substancje weglowodorowe w postaci
tzw. inokulantow [44, 45].

1.4. Podatnosc zanieczyszczen ropopochodnych na
mikrobiologiczny rozktad

Na przelomie XIX 1 XX wieku stwierdzono, ze drobnoustroje moga wykorzystywac
weglowodory jako zrodio wegla i energii. K. Kotetko, L.Sedlaczek 1 T.M. Lachowicz [46]
podaja, ze tylko ok. 10% gatunkéw drobnoustrojéw posiada zdolno$¢ do rozkiadu
weglowodoréw na drodze metabolicznej, niektore takze w procesie kometabolizmu, czyli do
zdolnosci utleniania okreslonego weglowodoru w obecnosei innego. latwiej przyswajalnego
substratu. Naleza do nich bakterie z rodzaju: Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter,
Flavobacterium, Achromobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Arthrobacter, Bacillus,
Micrococcus. Mycobacterium, promieniowce Nocardia, Streptomycetes i drozdze z rodzaju
Candida i Rhodotorula oraz niektore grzyby: Aureobasidium, Sporobolomyces, Trichoderma
i Mortierella. Szczepy o réznej przynaleznosci taksonomicznej specjalizuja si¢ w rozkladzie
okreslonych zwiazkéw weglowodorowych. W toni wodnej, zwlaszcza w warstwach
przydennych wystepuja bakterie rozktadajgce metan, takie jak Methanomonas methanica czy
Pseudomonas  methanica. Szczepy z rodzajow  Pseudomonas, — Mycobacterium,
Flavobacterium i Nocardia asymiluja weglowodory plynne o krotkich tancuchach: etan,
propan czy butan. Weglowodory o dluzszych lancuchach biodegraduja szczepy z rodzajow
Pseudomonas, Micrococcus, Corynebacterium, Nocardia 1 Candida. W miare wzrostu
dlugosci tancucha weglowego w tych zwiazkach, rosnie liczba gatunkéw zdolnych do ich
rozkladu. Pewne gatunki bakterii wyspecjalizowaly si¢ w rozkladzie okreslonych
weglowodoréw, np. niektére Bacterium rozkladaja naftalen, inne za$ — fenantren. Natomiast
jeszcze inne moga wykorzystywaé wiele organicznych zwiazkéw wegla, np. Bacterium
aliphaticum — heksan, oktan, parafine, Pseudomonas aeruginosa wykorzystuje parafine.
benzol, toluol, benzen. rope naftowa i inne [47,48]. Bardzo czgsto rozklad substancji
ropopochodnych, stanowiacych mieszanine weglowodordéw o roznej dhugosci tancucha. stopni
nasycenia i konfiguracji wymaga wspoldzialania wielu drobnoustrojow nalezacych do
roznych grup taksonomicznych przeprowadzajacych kolejne etapy degradacji [49]. Ponadto
cze$¢ mikroorganizméw ma zdolnosé jedynie do kometabolizmu. czyli kooksydacji, tzn.
potrafi utlenia¢ weglowodory wystepujace jako dodatkowe, a nie podstawowe zrédlo wegla
jak to ma miejsce. wediug R.J. Watkinson’a [50], np. w przypadku rozkladu weglowodorow
cykloparafinowych. Niektére mikroorganizmy moga si¢ rozwija¢ przy bardzo matych
stezeniach substancji ropopochodnych bowiem jak to stwierdzili Atlas i Bartha [51] niektore
zwiazki wchodzace w ich sklad maja dziatanie toksyczne. Natomiast inne drobnoustroje mogq
zy¢ w $rodowiskach zawierajacych bardzo wysokie stezenia tych substancji, wrecz w
kroplach olejowych.

Bardzo ciekawym zagadnieniem jest sposob w jaki drobnoustroje bytujace w fazie
wodnej atakujg nierozpuszczalne w niej weglowodory, poniewaz jedynie zwiazki
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rozpuszczone w wodzie sa dla nich dostepne. Zwiazki nie rozpuszczone moga by¢
wykorzystywane przez mikroorganizmy jedynie w stanie zdyspergowanym, gdyz proces
biodegradacji zachodzi na granicy fazy wodnej i olejowej. D.M. Falatko [52] podaje, ze czg$¢
drobnoustrojéw bytujacych w skazonych $rodowiskach wodnych wykazuje zdolnos¢ do
wydzielania biosurfaktantow, substancji o charakterze zwiazkdéw powierzchniowo czynnych.
posiadajacych wiasciwosci emulgujace. ZwiazkKi te to proste lub zlozone lipidy 1 ich pochodne
glikolipidy. fosfolipidy. peptydoglikolipidy powstajace w komdrkach podczas wzrostu. W ten
sposéb lipopolisacharvdowa warstwa na powierzchni $ciany komorkowej bakterii
degradujacych substancje ropopochodne ulatwia laczenie komoérek z  kropelkami
weglowodorow [53.54].

Do tej pory sadzono, ze weglowodory sa trwale w warunkach beztlenowych i nie
podlegaja w nich procesom mikrobiologicznego rozkiadu. Okazuje si¢ jednak, ze w tych
warunkach moze takze dochodzi¢ do przemian weglowodoréw pod warunkiem. ze w
srodowisku beda obecne akceptory wodoru pozwalajace na oddychanie beztlenowe lub dostep
$wiatla. W ostatnich latach prowadzone sa badania nad wykorzystaniem bakterii
beztlenowych do rozkladu substancji olejowych. Najwiecej prac dotyczy mozliwosci
degradacji tych zwiazkdw w obecnosci bakterii redukujacych siarczany i metanogennych
[55 ]. niewiele jest prac o mozliwosciach bakterii denitryfikacyjnych. Rowniez duzo trzeba
jeszcze wyjasnic jezeli chodzi o beztlenowy rozklad weglowodoréw aromatyeznych. A zatem
glownym warunkiem ich dostepnosci dla utleniania mikrobiologicznego jest obecnosé tlenu
czasteczkowego. Proces biodegradacji weglowodorow wymaga takze wysokiej aktywnosci
systemOéw oksygenaz, dehydrogenaz 1 hydrolaz. Decydujagcym etapem przemian
biochemicznych towarzyszacych rozkladowi weglowodoréw wchodzacych w  skiad
produktéw ropopochodnych jest utlenianie, prostych lub rozgalezionych alkandéw oraz
rozrywanie pierscieni aromatycznych . Wszystkie wymienione substancje po wstgpnych
reakcjach utleniania wchodzg w gldwne szlaki metaboliczne [56].

Tak wiec, biodegradacja substancji ropopochodnych w srodowisku wodnym zalezy od:
1. Obecnoscei aktywnych mikroorganizméw degradujacych substancje weglowodorowe
4. Struktury chemicznej weglowodoréw i ich rozpuszczalnosci w wodzie
Stezenia weglowodoréw i ich toksycznosci w stosunku do drobnoustrojow
Obecnosci substancji biogennych — azotu i fosforu oraz innych makro- i mikroelementow
Odpowiednich warunkéw tlenowych
Odpowiedniej temperatury ( 4 - 30 °C)
9. Wiasciwego odczynu srodowiska (pH 6 - 9)
10. Obecnosci innych niz weglowodory zrodet wegla dla drobnoustrojow
11. Obecnoscl innych zwiazkdw toksyeznych

Alkany zawierajace w czasteczce od 1 do 4 atomow wegla wystepuja w postaci
gazowej 1 sg wykorzystywane przez niewiele szczepdw bakterii. Weglowodory zawierajace w
czasteczce od 5 do 10 atomow wegla sa najlatwiej rozpuszczalne w wodzie 1 zarazem
najbardziej toksyczne i niechetnie metabolizowane. Biodegradacji moga ulega¢ jedynie w
niskich stezeniach. Alkany. cykloalkany i weglowodory aromatyczne zawierajace od 10 do 18
atomow wegla w czasteczce sa najchetniej degradowane przez mikroorganizmy, natomiast
weglowodory o diuzszych tancuchach weglowych ( powyzej Ca, ) sa metabolizowane, ale
wolniej ze wzgledu na ich niska rozpuszczalnos¢ w wodzie i stala konsystencje. Najmniej
informacji o mikrobiologicznej podatnosci na rozklad jest na temat asfaltenow. Najbardzie)
oporne na mikrobiologiczny rozklad sa zwiazki o lancuchach rozgatezionych w poréwnaniu
do tych o tancuchach prostych. W miejscach rozgalezien utrudniony jest bowiem proces f3-
oksydacji. Podatnos¢ na mikrobiologiczny rozkiad weglowodoréw aromatycznych jest
natomiast zalezna od ilosci pierscieni aromatycznych: im wigcej tych pierdcieni w czasteczce
tym rozkiad jest bardziej utrudniony. Mieszaniny weglowodorow znajdujace si¢ w
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substancjach ropopochodnych nie ulegajg mikrobiologicznemu rozktadowi z taka sama
efektywnoscia w czasie. Na poczatku procesu biodegradacji obserwuje si¢ szybki ubytek
weglowodorow alifatycznych tancuchowych a potem rozgatezionych, nastepnie rozkiadane sa
weglowodory aromatyczne natomiast cykloalkany pozostaja w srodowisku najdhuzej [57,58].

Mikrobiologiczny rozklad alkanéw dlugolancuchowvch

Biodegradacja alkanow dtugotancuchowych zachodzi najszybciej 1 jej mechanizm jest
najlepiej poznanym procesem rozkiadu weglowodoréw. W warunkach tlenowych rozklad
alkanow zachodzi na drodze hyvdroksvlacji lub hyvperoksydacji. natomiast w warunkach
beztlenowych na drodze dehydrogenacji [59,60.61,62].

Utlenianie n-alkanow rozpoczyna si¢ od wlaczenia czasteczki tlenu w reakeji
hydroksylacji przy udziale systemu enzymatycznego zlozonego z monooksygenaz. zgodnic z
reakcja:

R-CH3 + NADH + H" + O3 -------- > R-CH,OH + NAD" + H,0 [ ]
n-alkan n-alkohol

W ten sposob zostaje utleniona koncowa grupa metylowa do grupy alkoholowej i tym
samym do odpowiedniego alkoholu. Nastepnie. za pomoca wiasciwych dehydrogenaz ulegaja
one przemianom do aldehydow i kwasoéw ttuszczowych, te z kolei wlaczane sa w proces f3-
oksydacji i sa degradowane ostatecznie do acetylo-CoA. Czasami moze réwniez zachodzi¢
proces ®-hydroksylacji kwasu tluszczowego. a nastgpnie przeksztalcenie grupy
hydroksylowej w tej pozycji do grupy karboksylowej. Kwasy dikarboksylowe rédwniez
ulegajg procesowi 3-oksvdacji, tak samo jak kwasy monokarboksylowe (rys 112 ) [63].

Natomiast rozklad alkanow na drodze hyperoksydacji zachodzi wedtug reakcji :

RCH3;+0O; ------- > RCH,OO0H
n-alkan nadtlenek n-alkanu

RCH>OOH + NADH + H" ------ - RCH,OH + NAD + H-O
Nadtlenek n-alkanu n-alkohol

Dalsze przemiany powstajacych alkoholi zachodza analogicznie jak w procesie
hydroksylacji.

Beztlenowa biodegradacja alkandéw polega na procesie dehydrogenacji alkandéw do
alkendw po ktérym nastepuje przylaczenie czasteczki wody [64]:

NAD H,O
RCH,-CHj ------- - RCH == CH, ------ - RCH,-CH,OH

n-alkan n-alken n-alkohol

Dalsze etapy biodegradacji przebiegaja tak jak w procesie hydroksylacji.
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Rysunek 1. Biodegradacja weglowodoréw alifatycznych
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Rysunek 2. Rozklad alkanéw przez terminalna oksydacje przy wspoéludziale
monooksygenazy oraz przez 3-oksydacje do acetylo-CoA
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Mikrobiologiczny rozklad cykloalkanow

Bardzo trudno jest wyizolowa¢ drobnoustroje wykorzystujace cykloalkany jako jedyne
zrodlo wegla i energii bowiem sa one mniej podatne na mikrobiologiczny rozklad w stosunku
do innych grup weglowodorow. Opornosé na biodegradacje tej grupy weglowodorow wynika
z ich male] rozpuszczalnosci w wodzie oraz wysokiej toksycznosci w stosunku do
mikroorganizméw cykloalkandéw o niskich masach czasteczkowych, takich jak cykloheksan
czy dekalina,. Catkowite utlenienie cykloalkanow zachodzi najczgsciej w niskich stgzeniach
na drodze kometabolizmu lub przy wspoipracy mieszanych kultur drobnoustrojéw. Znane sg
takze. nieliczne przykiady wykorzystywania cykloalkanow przez czyste szczepy bakterii np.
wzrost bakterii z rodzaju Nocardia w obecnosci metylocykloheksanu lub cyklohcksanu.

Wedtug P.W. Trudgill’a [65], w przypadku n-alkilocykloalkandw z nieparzysta liczba
atomow wegla w lancuchu bocznym. koncowa grupa metylowa podlega procesowi
hydroksylacji. W ten sposdb zwiazki te zostaja utlenione do odpowiadajacych im kwasow
tluszczowych, tak jak w przypadku n-alkanow, ktore nastepnie podlegaja procesowi f3-
oksydacji, poprzez metabolit posredni jakim jest cykloalkanowy karboksylo-CoA.

Biodegradacja n-alkilocykloalkandéw z parzysta liczba atomow wegla w lancuchu
przebiega podobnie. W tym przypadku roéwniez powstaja odpowiednie kwasy tluszczowe
podlegajace procesowi B-oksydacji. Proces ten jest jednak zahamowany w momencie
powstania (1°-hydroksyalk-1"-i1) acetylo-CoA. Pozniejszy metabolizm tego zwiazku
przebiega z udzialem enzymu z grupy liaz, ktora katalizuje rozszczepienie wiazania C-C
pomigdzy tancuchem bocznym a pierscieniem w wyniku czego powstaje acetylo-CoA i
cykloalkanon.

Powstajaca cykliczna ketonowa pochodna jest nastgpnie przeksztalcana przy udziale
monooksygenaz do odpowiedniego laktonu. Tak samo dzieje si¢ z cyklicznym pierscieniem
podstawionym grupa metylowa. Rozerwanie pierscienia cyklicznego nastepuje podczas
hydrolizy laktonu a potem na skutek dalszego utleniania powstaje metabolit posredni w
postaci kwasu, ktory 1aczy sie z acetylo-CoA i dalej podlega procesowi B-oksydacji
(rysunek 3. ).

Mikrobiologiczny rozklad weglowodordw aromatvceznych

Trwajaca miliony lat ewolucja doprowadzila u mikroorganizméw do wyksztalcenia
niezbednych enzymodw, stuzacych do degradacji zwigzkow aromatycznych [66].
Mikrobiologiczny rozktad tych zwiazkdw, w warunkach tlenowych przebiega dwu etapowo.
W pierwszym etapie nastepuje przygotowanie zwiazku do rozszczepienia pierscienia
aromatycznego czyli: przeksztalcenie lub usuniecie podstawnikow ( np. grupy chlorowe,
nitrowe i sulfonowe sa zastepowane grupami hydroksylowymi ) i tancuchéw bocznych (
mogg byé modyfikowane, skracane lub pozostawaé bez zmian ). W drugim etapie,
przeksztalceniu ulega pojedynczy pierscien aromatyvezny [67.68.69 ].

Pierwszy etap zazwyczaj, w wyniku do$¢ duzej liczby reakcji, prowadzi do wlaczenia
do pierscienia aromatycznego dwdch atomoéw tlenu molekularnego powodujac powstanie
pochodnych cis-dwuhydrodiolowych, ktére sa nastepnie utleniane do posredniego metabolitu
kluczowego jakim jest katechol ( dla pierscieni pojedynczo lub podwdjnie podstawionych —
1.2-di- ) lub kwas protokatechowy ( dla pierscieni podwdjnie podstawionych w pozycjach 1.3
1 1.4 oraz dla pierscieni podstawionych wieiokrotnie ). W ten sposob pierscien aromatyczny
przygotowany zostaje na atak dioksygenaz ( rysunek 4. ).
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Rysunek 4. Wstepne reakcje utleniania pierécienia aromatycznego przez bakterie.

[ tak np. nie podstawiony pierscien benzenu, wedtlug Schlegel’a [63]. ulega
hydroksylacji przy udziale dioksygenazy (podwdinej hvdroksylazy) do cis-1.2-dihydro-1.2-
dihydroksybenzenu. ktory ponownie ulega dehydratacji (ponownej aromatyzacji) do
pirokatechiny ( rysunek 5.).

dioksygenaza OH OH
———_—»— —
o
: OH OH
X XH
Xy K T,
benzen cis-1,2-dihydro- pirokatechina

-1,2-dihydroksybenzen

Rysunek 5. Mikrobiologiczny rozklad benzenu.

W przypadku fenolu, wedlug tego samego autora. pod wptywem monooksygenaz,
zostaje wbudowany do pierscienia aromatycznego jeden atom tlenu a drugi atom tlenu
atmosferycznego jest redukowany do czgsteczki wody ( rysunek 6. ).

OH monooksygenaza H
F—
H
0 +XH —>H_0+X
22 s
fenol pirokatechina

Rysunek 6. Mikrobiologiczny rozklad fenolu.

W drugim etapie katechol lub kwas protokatecholowy ulega dalszym przemianom
biochemicznym poprzez rozszczepienie orto Jub meta pierscienia aromatycznego. Proces ten
katalizuja oksygenazy, enzymy z grupy ferroproteidow.

Rozszczepienie typu orto ( intradiolowe ) zachodzi pomigdzy dwoma sasiadujacymi,
hydroksylowanymi atomami wegla pod wplywem 1.,2-dioksygenazy katecholowe;.
Przypuszczalnie najpierw powstaje cykliczny nadtlenek na skutek przylaczenia czasteczki
tlenu do atomow wegla obok grupy hydroksylowej. Potem nastepuje zerwanie wigzania C-C 1
utworzenie kwasu cis,cis-mukonowego. Zwiazek jest nastepnie przeksztalcany do kwasu 3-
ketoadypinowego ( poprzez mukonolakton i 4-ketoadypinoenololakton ), ktéry pod wptywem
transferazy-CoA zostaje rozszczepiony na bursztynylo-CoA i acetylo-Co, ktore sa wlaczane
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do cyklu Krebsa ( rysunek 7. ). Taki sam mechanizm ma miejsce w przypadku przemian
kwasu protokatecholowego, ktory takze jest metabolizowany do kwasu 3-adypinowego ale
poprzez inne produkty posrednie: kwas 3-karboksy-cis, cis-mukonowy 1 4-karboksy-
mukonolakton.

Rozszczepienie typu meta ( ekstradiolowe ) zachodzi pomiedzy hydroksylowanym i
niehydroksylowanym atomem wegla. Przy udziale 2.3-dioksygenazy katecholowe). W
wyniku tego rozszczepienia powstajg semialdehydy kwasu 2-hydroksymukonowego, ktore
nastepnie mogga by¢ przeksztalcane, zaleznie od typu podstawienia do aldehydu octowego i
kwasu pirogronowego wlaczanych do cyklu Krebsa ( rysunek 8. ).

1.5. Zasady konstruowania i mozliwosc¢ stosowania szczepionek
mikrobiologicznych do oczyszczania sciekdow metodg osadu
czynnego.

Mikroorganizmy odgrywaja ogromna role w samooczyszczaniu Srodowiska
naturalnego z zanieczyszczen dostajacych sie na skutek gospodarczej dziatalnosci czlowieka.
Jednakze proces ten w warunkach naturalnych jest procesem wielostopniowym. trwajacym
wiele lat. Dlatego tez, coraz czesciej prowadzi sie badania nad przyspieszeniem biodegradacji
ksenobiotykéw na drodze proceséw biotechnologicznych. przy wykorzystaniu aktywnych,
czystych kultur drobnoustrojéw uprzednio wyizolowanych z silnie skazonych srodowisk
naturalnych. Z uwagi na stosunkowo niskie koszty oraz duza skuteczno$¢ metody biologiczne
znajdujg praktyczne zastosowanie na skale techniczna [70].

W procesach biologicznego oczyszczania Sciekdw najczesciej stosowane sa metody
oparte na naturalnym doborze mikroflory. uksztaltowanej losowo. Jednakze metody te nie
zawsze pozwalajg na szybka i skuteczna biodegradacje trudno rozktadalnych zwiazkdéw.
Oczyszczanie $ciekow metoda osadu czynnego napotyka w ostatnich latach na duze
trudnosci, bowiem coraz czesciej zdarza sie. ze miejskie oczyszczalnie Sciekow przewidziane
do oczyszczania $ciekow bytowo-gospodarczych musza réwniez usuwaé niebezpieczne
zanieczyszczenia pochodzenia przemystowego. Wiaze si¢ to ze znacznymi wahaniami
zarowno skiadu jak i stezen substancji toksyveznych zawartych w $ciekach doptywajacych do
oczyszczalni. Okazuje sie. ze nawet niewielkie zmiany fadunkow niektérych zanieczyszczen
moga doprowadzi¢ do zaklocen eksploatacyjnych. Zwigkszona ilos¢ zanieczyszczen lub
obecnos¢ substancji toksycznych moze doprowadzié do zniszczenia struktury osadu czynnego
1 obumarcia komorek bakterii. Regeneracja jej jest bardzo trudna lub wrecz niemozliwa.
Przeciazenie mikroorganizméw osadu czynnego substancjami toksycznymi moze prowadzic
do bardzo wielu niekorzystnych zjawisk takich jak: zanik lub zmniejszenie procesow
nitryfikacji. obnizenie biochemicznej aktywnosci drobnoustrojow, zmiany w skladzie
biocenozy ( nadmierny rozw6j organizméw nitkowatych ), zmiany w strukturze osadu
czynnego ( gwaltowny rozpad klaczkow tzw. pin-point floc ). Wszystkie te zmiany moga
prowadzi¢ do pecznienia osadu az do jego wyplywu z ukladu a w efekcie do pogorszenia
efektow oczyszczania $ciekow. Procesy adaptacyjne mikroflory osadu czynnego do
warunkow nieustalonych sa dlugotrwale lub w ogéle nie nastepuja. W ich wyniku powinny
powsta¢ nowe zaleznosci pokarmowe w poziomach troficznych biocenozy osadu a bakterie
powinny uruchomié¢ produkcje enzyméw adaptacyjnych, umozliwiajacych im rozkiad
pojawiajacych sie w Sciekach ksenobiotykow. Procesy te wymagaja czesto dlugiego czasu i z
tego powodu efekty oczyszczania sciekow nie sg zadowalajace. Dlatego tez rozpoczeto prace
nad zwigkszeniem wydajnosci oczyszczania uciazliwych sciekow na drodze wspomagania
biologicznego mikroorganizmow osadu czynnego, przez dodawanie do nich biopreparatow
bakteryjnych lub bakteryjno-enzymatycznych [71, 72, 73, 74, 75].
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Juz w latach 60-tych prowadzono prace nad wprowadzaniem do komory
napowietrzania wyselekcjonowanych, najaktywniejszych szczepdéw bakterii w stosunku do
zawartych w $ciekach koksowniczych fenoli. Kultury takie przyspieszaly procesy
biochemiczne zachodzace w osadzie czynnym, a tym samym pozwalaly uniknaé¢ dhugiego
okresu adaptacji mikroflory do nowego substratu pokarmowego. Wspdlczesnie metoda ta
poprawia efektywnos¢ usuwania fenoli i cyjankow zawartych w $ciekach koksowniczych o
okoto 20% 1 35% [76 ]. Zjawisko to zapoczatkowato prace nad przyspieszaniem biodegradacji
weglowodorow poliaromatycznych z zastosowaniem tzw. reaktorow wzbogacajacych,
uzywanych do wzrostu komérek bakterii odpowiedzialnych za rozklad tych zwiazkow [77 ].
Opracowano rowniez szereg biopreparatow skutecznie sprawdzajacych si¢ w oczyszczaniu
Sciekdw zawierajacych zwiazki organiczne pochodzenia naturalnego. latwiej podlegajace
biodegradacji, takie jak thuszcze, krochmal. weglowodany, biatka czy celuloza.

Jednak biologiczne wspomaganie osadu czynnego nie zawsze daje pozytywne
rezultaty, poniewaz dominacja mikroorganizméw biopreparatu moze by¢ czynnikiem
zakidcajacym réwnowage biologiczna poprzez zmiany zaleznosci pokarmowych pomiedzy
organizmami osadu czynnego. | tak np. duza aktywnos¢ drobnoustrojéw biopreparatu moze
by¢ przyczyng zmniejszenia si¢ ilosci pierwotniakow odzywiajacych sie saprofitycznie lub
zwiekszenie si¢ ilosci tych, ktdre odzywiaja sie bakteriami. Na skutek tych zmian biocenoza
osadu czynnego staje sie wrazliwa na wszelkie zmiany bowiem zachwiana zostaje zdolnos¢
do utrzymania rownowagi w srodowisku osadu a ubozsza gatunkowo biocenoza nie potrafi jej
utrzyma¢. Dlatego tez przygotowanie i zastosowanie w praktyce biopreparatow musi byc¢
poprzedzone bardzo dokladng analiza stopnia ich aktywnosci w stosunku do substratu
przewazajacego w oczyszczanych $ciekach oraz ewentualnych konsekwencji ich stosowania.

Podstawowymi kryteriami doboru tych drobnoustrojow sa obok ich uzdolnien do
szybkiej adaptacji w skazonym srodowisku i mozliwosci biodegradacji zanieczyszczen takze
wytwarzanie przez nie nietoksycznych i niemutagennych produktéw biodegradacji oraz brak
oddzialywan antagonistycznych pomiedzy nimi a mikroorganizmami zasiedlajacymi osad
czynny.

Zasada dzialania biopreparatow polega na wykorzystywaniu substancji organicznych
jako zrodla wegla i energii przez znajdujace sie w nich drobnoustroje, dzigki czemu
substancje szkodliwe zawarte w $ciekach przeksztalcane zostajg do nieszkodliwych
produktéw koncowych. Biopreparaty moga zawiera¢ jedynie mieszaning bakterii, ewentualnie
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wzbogacona o substraty pokarmowe lub enzymy badz sklada¢ si¢ z samych enzymoéw.
Preparaty mikrobiologiczne maja jednak ta przewage nad preparatami enzymatycznymi, ze
zawarte w nich drobnoustroje namnazajq si¢ na oczyszczanych $ciekach natomiast preparaty
enzymatyczne powinny by¢ dodawane w sposob ciagly do ukladu oczyszczajacego. Poniewaz
w sklad biopreparatow wchodza organizmy zywe ich stosowanie wymaga zaréwno
odpowiedniego doboru jak i nadzorowania prowadzonego procesu oczyszczania. Wazng
sprawg na przyklad jest nieobecnos¢ drobnoustrojow chorobotworczych czy zarodnikow
grzybdéw. Ponadto przy komponowaniu szczepionki bakteryjnej nalezy kazdorazowo
uwzglednié, obok zdolnosci do rozkladu okreslonego ksenobiotyku. takze oddzialywania
antagonistyczne pomiedzy poszcezegdlnymi mikroorganizmami  wchodzacymi w  skiad
biopreparatu oraz pomigdzy nimi i mikroflorg autochtoniczng srodowiska do ktorego
szczepionka jest wprowadzana. Jest 10 postegpowanic konieczne, poniewaz oddziatywania
antagonistyczne mogg sta¢ sie przyczyna niskiej efektywnosei preparatu pomimo wysokiej
aktywnosci poszczegdlnych szezepow wehodzacych w jego sklad. Niemozliwe jest wiec
stosowanie jednego preparatu do oczyszczania réznych rodzajow sciekdw. Ponadto wigkszosé
prowadzonych przez mikroorganizmy procesow rozkladu opiera si¢ na wykorzystaniu
enzymo6w indukcyjnych. Indukcja enzymatyczna uruchamiajaca produkcje odpowiedniego
enzymu zachodzi jedynie przy odpowiednim stezeniu substratu. Zbyt niskie jego stgzenie
uniemozliwia ich produkcje a tym samym obniza skuteczno$¢ biopreparatu. Z drugiej strony
zbyt wysokie stezenie zwiazku, ktérego chcemy sie pozby¢ ze $ciekow moze by¢ toksyczne
dla drobnoustrojéw. Rdéwnoczesnie aktywne mikroorganizmy musza mie¢ zapewnione
optymalne warunki wzrostu i rozmnazania takie jak: temperatura, odczyn pH, zawartosc
odpowiednich zwiazkow biogennych, natlenienie, brak obecnosci innych zwiazkéw
toksycznych w oczyszczanych $ciekach. Jednoczesnie nalezy pamigtaé, ze w trakcie
procesow biodegradacji powstaje szereg metabolitow, ktdére moga by¢ bardziej niebezpieczne
niz zwigzek wyjsciowy. Stad powstajace produkty biologicznego rozkiadu powinny by¢
poddawane analizie pod wzgledem ich toksycznego lub genotoksycznego dziatania na
organizmy zywe, przy pomocy zestawu biotestow. Istnieje szereg przykladow, ze
biopreparaty starannie przygotowane, uwzgledniajace omowione powyzej kryteria, stanowia
wspaniale narzedzie likwidujace wiele problemow zwiazanych z usuwaniem uciazliwych
substancji ze $ciekow [78. 79, 80, 81].

Do tej pory metody biologiczne stosuje sie powszechnie do koncowej obrobki $ciekow
zawierajacych substancje ropopochodne. Wiekszo$¢ badaczy prowadzi badania z
biodegradacja adsorpcyjna produktow naftowych na weglach aktywnych, syntetycznym szkle,
piankach poliuretanowych, widrkach drzewnych czy granulowanej glinie. Oczyszczalnie
bioadsorbcyjne osiagaja najlepszy stopien usuwania zanieczyszczen ropopochodnych gdy w
$ciekach do nich doptywajacych pozostanie jeszcze okolo 40-80 mg ropopochodnych w litrze.
po uprzednim mechanicznym usunieciu warstwy tych substancji. Natomiast w przypadku
oczyszczania $ciekoéw zaolejonych metoda osadu czynnego, obecno$¢ 500 mg /1 frakeji
olejowych w $ciekach surowych powoduje obnizenie stopnia oczyszczania tych $ciekow i
wzrost indeksu objetosciowego osadu. Zwigzane jest to z toksycznym dziataniem niektorych
zwiazkow wchodzacych w sklad produktow naftowych na mikroflore autochtoniczna osadu
oraz zlepianiem si¢ kfaczkow osadu pod wplvwem frakcji olejowych, co z kolei staje sie
przyczyng  pogarszania warunkéw tlenowych w osadzie [82. 83, 84]. Dlatego tez
doszczepienie osadu czynnego szczepami bakterii aktywnie rozkladajacymi skladniki
substancji ropopochodnych mogloby zwiekszy¢ efektywnos¢ procesu oczyszczania Sciekow
zanieczyszczonych tymi zwiazkami. Zastosowanie takich szczepow w procesach
biologicznego oczyszczania pozwolitoby na unikniecie diugiego okresu adaptacji mikroflory
do nowego substratu pokarmowego oraz mogloby zapobiec pogarszaniu si¢ warunkow
oczyszczania tych sciekow.
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1.6. Mozliwos¢ mikrobiologicznej modyfikacji osadu czynnego

Bakterie stanowig glowny sktadnik biocenozy i1 gldwna cze$¢ biomasy osadu
czynnego. Podstawowa rola drobnoustrojow w procesie oczyszczania S$ciekow jest
wytwarzanie licznych enzymdw, petniacych role katalizatorow przemian jakim podlegaja
zwiazki chemiczne doplywajace wraz z s$ciekami do komory osadu czynnego. Dlatego
niezmiernie wazna sprawa jest odpowiedni dobor sktadu bakteryjnego biomasy osadu do
sktadu chemicznego Sciekéw. Mikrobiologiczng modyfikacje¢ osadu czynnego mozna uzyskac
przez [85]:

- Adaptacje enzymatyczng. ktora pozwoli na dobdr skladu bakteryjnego osadu na drodze
naturalnej. Bedzie ona miala micjsce wtedy, gdy poddamy osad czynny systematycznie
wzrastajacemu stezeniu substratu, ktéry bedzie dzialal jako induktor w procesie
biosyntezy enzymdw adaptacyjnych.

- lzolacje wysokoaktywnych szczepow bakterii-mutantdow o utrwalonej genetycznie
zdolnosci biodegradowania okreslonych substratow. Zaszczepienie tymi szczepami
biomasy osadu czynnego pozwoli na rozszerzenie jego mozliwosci biodegradacyjnych.

- Wyhodowanie osadu czynnego wytacznie z wysokoaktywnych szczepow drobnoustrojow,
co umozliwi biodegradacje okre$lonego substratu ( utrwalong genetycznie) przez
wszystkie bakterie stanowiace biomase¢ osadu czynnego.

- Inicjowanie, przy pomocy inzynierii  genetycznej. powstawania  zdolnosci
biodegradacyjnych u szczepéw nieaktywnych (biorcy) przez wprowadzanie do ich
komoérek obcego DNA pobranego z komarek szczepdw aktywnych (dawcey), kodujacego
wytwarzanie enzymdw metabolizujacych okreslone substancje chemiczne.

2.0. Cel pracy

Celem pracy bylo zwiekszenie efektywnosci biologicznego oczyszczania sciekdw
zawierajacych olej napedowy metoda osadu czynnego. Olej napedowy jest wyjatkowo
trudnym zanieczyszczeniem. gdyz w jego sklad wchodzi bardzo wiele skladnikéw o réznej
budowie chemicznej i podatnosci na biodegradacje. Kazdy z nich moze wystgpowaé¢ w innym
stezeniu w pordwnaniu do pozostalych a ich oddzialywanie na mikroflor¢ osadu czynnego
jest bardzo zréznicowane.

Do gléwnych zadan pracy nalezato:

1. Pozyskanie wysoko aktywnych szczepow drobnoustrojow. ktore bylyby enzymatycznie
przygotowane do rozktadu poszczegdlnych skiadnikéw oleju napedowego.

2. Przeprowadzenie wstepnych badan co do mozliwosci wprowadzenia pozyskanych
mikroorganizméw do biomasy osadu czynnego, wyhodowanego w sposdb ogolnie
stosowany, tak aby aktywne szczepy staly sie stalym elementem jego biocenozy.

3. Ocena procesu biodegradacji oleju napedowego w réznych wariantach polegajacych na

zastosowaniu osadu czynnego konwencjonalnego. doszczepianego aktywnymi szczepami
oraz wyhodowanego wylacznie z aktywnych szczepow mikroorganizmow. Okreslenie
postepu biodegradacji prowadzono zardéwno w warunkach utrzymywania statego tadunku
zanieczyszczen obcigzajacych osad czynny, jak 1 przy zmiennym obcigzeniu.

4. Wyjasnienie zagadnienia dotyczacego biosorpcji oleju napedowego na powierzchni osadu
czynnego doszczepianego aktywnymi szczepami i osadu konwencjonalnego w celu
poznania zaleznosci pomiedzy procesem biosorpcji i biodegradacji oleju przez te osady.

5. Dokonanie badan bioindykacyjnych w tym genotoksycznych w oparciu o rdzne testy w
celu oceny oddziatywania oleju napedowego i jego metabolitéw powstajacych w procesie
oczyszczania na organizmy zywe.



Czes¢ doswiadczalna

3.0. Materiaty i metody

3.1.Pochodzenie i charakterystyka substancji ropopochodnych

Olej napedowy uzywany do badan nad biodegradacja pochodzil z Mazowieckich
Zakladéw Rafineryjnych 1 Petrochemicznych 1 zostat zakupiony na stacji benzynowej we
Wroctawiu. Ggstosé tego oleju wynosita 0,807 g/cms. Analizy chromatograficzne wykonane
w Instytucie Chemii i Technologii Nafty i Wegla Politechniki Wroclawskiej wykazaly iz byl
on mieszanina weglowodorow zawierajacych w czasteczce od 6 do 24 atomow wegla, przy
czym weglowodorow zawierajacych 16 atomdéw wegla bylo w nim najwiecej. Ponadto. na
podstawie analiz skladu frakcyjnego stwierdzono iz gléwnymi jego skladnikami byty
weglowodory parafinowe i cykloparafinowe. Pozostalymi skiadnikami oleju byly. stanowiace
okolo 20%, zwiazki aromatyczne o charakterystycznych spektrach sygnatow dla
monoaromatdéw, alkiloaromatow, naftenoalkiloaromatéw oraz pochodnych aromatycznych
dwupierscieniowych i trojpierscieniowych (rysunek 21).

Pozostate substancje ropopochodne stosowane do badan pochodzily: ropa naftowa z
Rafinerii w Plocku. olej smarowy i silnikowy z Rafinerii Jedlicze.

3.2. Scieki naturalne stosowane w hodowli osadu czynnego

Hodowle drobnoustrojow wyprowadzono z surowych $ciekéw komunalnych
pochodzacych z przepompowni $ciekow ..Szczytniki™ miasta Wroctawia. Drobnoustroje te
stanowily zaszczep dodawany do S$ciekow syntetycznych w dalszej hodowli osadow
czynnych.

3.3. Scieki syntetyczne stosowane w badaniach nad biodegradacja
oleju napedowego przez osad czynny

Hodowle osadéw czynnych prowadzono dozujac do komor napowietrzania z osadem
czynnym scieki syntetyczne o nastgpujacym sktadzie: CH;COONa 0.1 ¢/ dm’; KH,PO,4 0,075
g/ dm” ; NaHCO; 0.05 ¢/ dm®: NHsNO; 0,025 g/ dm *; MgS0, 0.005 g / dm *; NaCl 0,005
g / dm ° oraz 200 mg/dm3 bulionu [86]. Badania nad biodegradacja oleju napedowego
prowadzono na $ciekach o tym samym skladzie, lecz zamiast bulionu dodawano olej

napedowy w rdéznych stezeniach.

3.4.Podtoza hodowlane stosowane w badaniach mikrobiologicznych

Izolacji pojedynczych szczepow drobnoustrojow dokonano przy pomocy nastepujacych
podiozy mikrobiologicznych: zagaryzowane podioze mineralnne Siskinej-Trocenko [87].agar
odzywczy [88]. podioze Sabourauda [88]. Do wszystkich podlozy izolacyjnych dodawano
olej napedowy w postaci filmu rozprowadzonego na powierzchni podloza.

Oceny intensywnosci wzrostu poszczegolnych szezepdéw drobnoustrojéw dokonywano
na zagaryzowanym podiozu mineralnym Siskinej-Trocenko z rozprowadzonym filmem na
powierzchni podioza ropy naftowej, oleju napedowego, oleju smarowego i oleju silnikowego.
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Zdolnos$¢ rozktadu oleju napedowego przez mikroorganizmy badano stosujac ptynne
podtoze mineralne Siskinej-Trocenko z dodatkiem 1g /100 cm?, 5 /100 em’ i 10g /100 cm®
oleju napgdowego.

Badania diagnostyczne wyizolowanych drobnoustrojéw prowadzono w oparciu o
nastepujace podloza: agar odzywezy, agar cytrynianowy Simmonsa. podioze z fenyloalanina.
agar z octanem olowiu, podtoze Kliglera, podloze z mocznikiem wg. Stuarta, podloze do
badania rozkiadu cukréw (woda peptonowa z dodatkiem cukrow). podioze Clarka, podioze
Clarka z kreatyna, podioze Selenko do wykazania redukcji TTC, podioze zelatynowe
Fraziera, podioze z kazeina, bulion tryptofanowy, bulion do préby na redukcje azotanow [89,
90 1].

3.5. lzolacjai identyfikacja mikroorganizmoéw zdolnych do

rozktadu oleju napedowego.

Mikroorganizmy rozkladajace skiadniki oleju napedowego wyizolowane z wody i
gleby skazonej substancjami ropopochodnymi pochodzacej z okolic stacji benzynowych 1
Centrali Produktéw Naftowych na terenie miasta Wroctawia. Do izolacji uzywano podiozy
mikrobiologicznych opisanych w pkt. 3.4. W celu otrzymania czystych hodowli
drobnoustrojow stosowano metode posiewu izolacyjnego [89]. Wyizolowane w ten sposob
szczepy mikroorganizméw wielokrotnie pasazowano w celu otrzymania kultur o utrwalonej
genetycznie zdolnosei do utylizacji oleju napgdowego.

Oceny przynaleznosci rodzajowej wyizolowanych szczepow dokonano na podstawie

cech morfologicznych, hodowlanych, fizjologicznych i biochemicznych przedstawionych w
tabeli 1 [91].

Tabela 1. Badane cechy identyfikacyjne mikroorganizmow

Badana cecha

morfologiczna i hodowlana fizjologiczna i biochemiczna

Morfologia komorek: ksztaht, wielkos¢, ruchliwosé, | Stosunek do tlenu
uktad, barwienie metodg Grama. kwasoopornosé,

obecnoé¢ ziarnistodci. przetrwalnikow i otoczek.

Morfologia kolonii na podiozach stalych: wielko$¢, | Fermentacja weglowodanow ( laktoza, glukoza,
ksztalt, powierzchnia, brzeg, barwa, konsystencja, |sacharoza. mannitol, maltoza, skrobia, dulcytol.

przejrzysto$¢, wzniesienie. otoczenie i zapach kolonii. | rafinoza. ksyloza. inulina )

Wzrost na podfozach ptynnych Wytwarzanie indolu, wytwarzanie siarkowodoru,

wytwarzanie acetoiny

Morfologia i wzrost na agarze sko$nym

Redukcja azotandow

Wzrost na stupku agarowym

Wykorzystanie cytrynianu jako jedynego zrddia wegla
i energii

Wzrost w hodowli ktutej na zelatvnie

Trawienie kazeiny i uplynnianie zelatyny

Hydroliza mocznika

Dezaminacja fenyloalaniny

Zdolnosé¢ produkowania enzymow katalazy i oksydazy

Nastepnie uzywajac klucza Bergey’a ( Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology)
[92 ] okreslano rodzaje wyizolowanych drobnoustrojow.




3.6.0cena intensywnosci wzrostu i zdolnosci rozktadu oleju
napedowego przez szczepy drobnoustrojow wyizolowanych
ze srodowiska naturalnego

Badano zdolno$¢ wyizolowanych szczepow do wzrostu w obecnosci réznych frakeji
ropy naftowej. W tym celu dokonywanc posiewow rysa szczepow drobnoustrojow z
uprzednio przygotowanych zawiesin na zagaryzowane podioze mineralne Siskinej-Trocenko
z dodatkiem oleju napedowego. ropy naftowej, oleju smarowego i oleju silnikowego Plytki
inkubowano przez 7 dni w temperaturze pokojowej. Po tym czasie pordéwnywano
intensywnos¢ wzrostu poszczegdlnych mikroorganizmaow.

Natomiast ocen¢ zdolnosci drobnoustrojow do rozkladu oleju napedowego.
prowadzono w trakcie 21-dniowej hodowli szczepdéw na plynnym podiozu mineralnym
Siskinej-Trocenko z dodatkiem weglowodordw oleju napedowego. w ilosci opisanej w pkt.
3.4. Hodowle prowadzono w sterylnyvch kolbach Erlenmajera. Calkowita objetos¢ hodowli
wynosita 100 cm®. Do kolb wprowadzano 2 cm? poszezegolnych szczepéw mikroorganizméw
zawieszonych w podlozu mineralnym o absorbancji 0.2 mierzonej przy dtugosci fali 650 nm.
Kontrolg przebiegu procesu chemooksydacji (pozbawiong mikroorganizmoéow) weglowodorow
prowadzono w trzech kolbach zawierajacych 100 cm’ tego samego podioza z dodatkiem tego
samego stezenia oleju napedowego. Wszystkie badania prowadzono w temperaturze
pokojowej z wytrzasaniem przez 21 dni.

W trakcie badan okreslano liczbe mikroorganizméw metodg liczenia kolonii bakterii
na plytkach agarowych [89] oraz oznaczano po 21 dniach ubytek oleju napgdowego metoda
ekstraktu eterowego [93].

3.7. Okreslenie wzajemnego antagonistycznego oddziatywania
pomiedzy mikroflorg osadu czynnego a wyizolowanymi
drobnoustrojami

Analizowano wzajemne antagonistyczne oddzialywania pomiedzy poszczegdlnymi
wyizolowanymi drobnoustrojami oraz pomiedzy nimi a mikroflora osadu czynnego
konwencjonalnego. Do badan zastosowano metode krazkowa na plytkach Petriego [94].
Wykonywano posiewy szczepdéw mikroorganizméw oraz osadu czynnego na stale podloza
agarowe. Po 24 godzinach wycinano z tych podlozy krazki agarowe z dobrze rosnacymi
hodowlami i umieszczano na $wiezym posiewie badanego drobnoustroju testowego lub
mikroflory osadowej. Plytki inkubowano w temperaturze pokojowej. Po okresie inkubacji
obserwowano wystepowanie lub brak stref zahamowania wzrostu wokaét krazkow.

3.8. Przygotowanie szczepionki ztozonej z wyselekcjonowanych
szczepow mikroorganizmow

Do namnazania biomasy szczepionki stosowano agar odzywczy z rozprowadzonym
wcezesniej filmem oleju napedowego na powierzchni podioza. Na to podloze posiewano
poszczegblne szczepy mikroorganizméw metoda dywanowg [89]. Po uzyskaniu obfitego
wzrostu zmywano go z plytek Petriego $ciekami syntetycznymi i uzyskana zawiesing
przenoszono do osobnej zlewki. W trakcie tych czynnosci oznaczano zawarto$¢ suchej masy
w biomasie drobnoustrojow wg. Hermanowicza. Po zebraniu odpowiedniej ilosci zawiesiny
pochodzacej ze wszystkich plytek, zawarto$é zlewki wirowano trzykrotnie przez 10 minut
przy 5 tysiacach obrotdéw na minute, za kazdym razem zawieszajac otrzymany osad w nowej



porcji Sciekdw syntetycznych. Ostatecznie zawieszano drobnoustroje w 100 cm > Sciekow i
wprowadzano do komory z osadem czynnym doszczepianym.

3.9. Hodowla osaddéw czynnych oczyszczajgcych scieki z
zawartoscia oleju napedowego

Osad czynny stosowany w badaniach nad biodegradacja zwiazkéw ropopochodnych
hodowano w uktadzie strumienicowym wedlug Gométki [95, 96] (rysunek 9).

Rysunek 9. Schemat modelu badawczego
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W sumie prowadzono hodowle trzech osaddéw: konwencjonalnego, wyhodowanego z
aktywnych szczepéw od podstaw i doszczepianego aktywnymi drobnoustrojami. Po
wyhodowaniu odpowiedniej ilosci osadow czynnych przystapiono do wilasciwego
eksperymentu polegajacego na obserwacji procesu biodegradacji skiadnikéw oleju
napedowego metoda osadu czynnego. Ubytek oleju napedowego zachodzacy na drodze
biologicznej obliczano z uwzglednieniem proby kontrolnej prowadzonej bez udziatu
drobnoustrojéw. Badania prowadzono w czterech seriach réznigcych si¢ obciazeniem osadow
czynnych ladunkiem zanieczyszczen olejowych. Do komér napowietrzania dozowano $cieki
syntetyczne zawierajace: )

- W pierwszej serii, poczatkowo w ilosci 200 mg oleju napqdowego/dm’, potem od 22 dnia
badan do 42 dnia w ilosci 400 mg oleju napgdowego/dm- (0,033-0,1mg oleju napgdowego

/mg s.m. /d)



- W drugiej serii, poczatkowo w ilosci 600 mg oleju nap@dowego/dm3 , potem od 22 dnia
badan w ilosci 800 mg/dm:‘ a od 43 dnia do 62 dnia w ilosci 1000 mg oleju/dm3 (0,092-
0,492 mg oleju napedowego /mg s.m. /d) .

- W trzeciej serii, poczatkowo w ilosci 1500 mg oleju napedowego/dm”, potem od 22
dnia badan w ilosci 2200 mg/dm® a od 43 dnia do 62 dnia w ilosci 3100 mg oleju/dm’
(0,260-8,158 mg oleju napedowego /mg s.m. /d)

- W czwartej serii badan, trwajacej 47 dni, stezenie oleju napgdowego doptywajace do
poszczegdlnych komor zmieniato sie w granicach 50-3100 mg/dm3 (0,01-0.803 mg oleju
napgdowego /mg s.m. /d)

3.10. Badanie aktywnosci dysymilacyjnej mikroflory osadu
czynnego i osadu czynnego doszczepionego w obecnosci réznych
stezen oleju napedowego, metodg manometryczng Warburga.

Aktywnos¢ metaboliczng badanych osadow czynnych okreslano metoda
manometryczng Warburga [97]. W tym celu pobierano z komér napowietrzania osad czynny
1 wirowano go przez 10 minut przy 5 tysiacach obrotdéw na minutg. Nastgpnie osad
homogenizowano 1 trzykrotnie przemywano buforem fosforanowym o pH 7. Tak
przygotowany osad zawieszano w $ciekach syntetycznych. Nastepnie osad wprowadzano do
naczyniek reakcyjnych aparatu Warburga w ilosci 30 em’.

W pierwszej serii do naczyniek wprowadzano osad czynny konwencjonalny. Do tak
przygotowanego osadu dodawano olej napedowy w charakterze jedynego zrédla wegla 1
energii w takich ilosciach, aby jego stezenie w naczynkach wynosito 200, 400, 600 i 800 mg /
dm’. Druga seria rdznita sie¢ od pierwszej jedynie obecnoscia w naczynkach
manometrycznych osadu czynnego wzbogaconego o aktywne szczepy mikroorganizmow.
Obserwacje aktywnosci oddechowej badanych osadow prowadzono w czasie 24 godzin w
temperaturze pokojowe;j.

Aby okresli¢ wptyw oleju napedowego na funkcje fizjologiczne komoérek mikroflory
osadu czynnego, przygotowano zaréwno w jednym jak i w drugim przypadku. proby
kontrolne zawierajace osad czynny z dodatkiem $ciekow zawierajacych bulion, oraz proby na
oddychanie endogenne skiadajace si¢ jedynie z drobnoustrojow osadu czynnego
zawieszonych w sciekach syntetveznych.

3.11. Badanie biosorpcji oleju napedowego przez osad czynny

Biomase osadow czynnych oddzielano od ptynu pohodowlanego metoda wirowania ( 5
tys. obrotdw/ minute przez okres 10 minut ). Nastepnie osady trzykrotnie przemywano
$ciekami syntetveznymi pozbawionymi substancji organicznych. Tak przygotowane osady
czynne uzywano do badan procesu biosorpcji oleju napedowego. Eksperyment ten
prowadzono w kolbach Erlenmajera w trzech powtdrzeniach. Do badan stosowano zawiesing
osadu czynnego w takich ilosciach. aby po dodaniu jej do kolb Erlenmajera otrzyma¢ stgzene
5.0 g ssm./dm’. W kazdej kolbie znajdowalo sie 150 cm’ tak przygotowanego osadu do
ktérego dodawano 0.5 ecm® oleju napedowego, co odpowiadalo okolo 400 mg substancji
weglowodorowych w nim zawartych. Nastepnie kolby umieszczano na wytrzasarce 1 po
uptywie: 1,2,3.4,5.6.7.8.9.10.24. i 120 godzin, badano w poszczegoélnych probach ( w cieczy
pohodowlanej 1 w biomasie osadu ) zawartos¢ oleju napgdowego metoda ekstraktu eterowego
1 metodg chromatografii cieczowej 1 gazowej. Okreslano takze BZTs ptynu pohodowlanego.



3.12. Badania makro- i mikroskopowe osadu czynnego
hodowanego na sciekach z zawartoscig oleju napedowego

Prowadzono obserwacje makroskopowe osadu czynnego [98] jak i rowniez analize
jakosciowg na podstawie obserwacji mikroskopowych [99, 100, 101]. Obserwowano ksztalt
ktaczkéw osadu oraz okreslano pod wzgledem jakosciowym 1 ilosciowym zespol
mikroorganizméw osadu czynnego. ktore mozna oznaczy¢ na podstawie cech
morfologicznych przy zastosowaniu mikroskopu optycznego. Obserwacje makroskopowe
polegaly na okreslaniu stopnia zmetnienia cieczy w komorach i zmiany ich barwy. oraz
wystepowania piany.

3.13. Badania bakteriologiczne prowadzone w trakcie procesu
biodegradacji oleju napedowego

Badania te polegaly na okreslaniu :

1. Ogdlnej liczby wolnoptywajacych bakterii w $ciekach oczyszczonych [89]

Oznaczaniu miana bakterii rozktadajacych olej napedowy w biomasie osadéw czynnych
na ptynnym podiozu mineralnym Siskinej-Trocenko z dodatkiem 1g oleju napedowego
/100 cm® [87]

S

3.14. Badania biotoksykologiczne oleju napedowego, sciekéw
syntetycznych i oczyszczonych

W grupie badan biotoksykologicznych pozwalajacych okresli¢ toksyczny wplyw
trucizn na organizmy wyzsze istotng cze$¢ stanowig testy letalne. tj. takie. w ktdrych
kryterium szkodliwosci zwigzkow chemicznych jest moment $mierci organizmu testowego
oraz testy fizjologiczne, tj. takie w ktérych ocenie podlegaja zmiany sSwiadczace o
zakidceniach funkceji fizjologicznych. W przeprowadzonych badaniach, do oceny toksycznego
dzialania oleju napedowego oraz $ciekdw syntetycznych 1 oczyszczonych., wykorzystano
dwoch przedstawicieli producentow: rzese wodna Lemna minor. glony z rodzaju Chlorella
oraz przedstawicieli konsumentdw: skorupiaka Daphnia magna i rybe Lebistes reticulatus a
takze reducentow. bakterie nalezace do gatunku Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis i Sphaerotillus narans [102, 103].

Oprocz tego przeprowadzono badania genotoksykologiczne oleju napgdowego 1 sciekow
syntetycznych metoda testu Amesa [104].

3.14.1. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego oraz Scickow syntetycznych i
oczyszczonych na Lemna minor (rzesa drobna)

Klon Lemna minor zastosowany w omawianych badaniach wyizolowany zostal ze
stawu w Parku Szczytnickim we Wroctawiu. Test na rzesie (Lemna minor) przeprowadzono
w oparciu o metodyke zawartg w opracowaniu IMGW [105]. Hodowle tej rosliny

prowadzono na specjalnym podlozu w temperaturze 20°C i oéwietleniu jarzeniowym o
natezeniu 3000 luxéw z zachowaniem rytmu dobowego dnia i nocy. Hodowle macierzysta
prowadzono w kolbach stozkowych o poj. 500 cm’. Po namnozeniu hodowla stosowana byla
jako zaszczep do przeprowadzonego eksperymentu.
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Badania toksycznosci oleju napedowego przeprowadzono w dwdch testach. W
pierwszym zbadano szeroki zakres stezen oleju napedowego. W drugim tescie zawezono
zakres stezen 1 ustalono je zgodnie z postepem geometrycznym. Poczatkowo wykonano
eksperyment na nastepujacych stezeniach zwiazkéw wchodzacych w skiad oleju napedowego:
9. 18, 36, 72. 144. 288 i 576 mg/dm> pozywki. Wyniki wstepne pierwszego testu pozwolity
na wyznaczenie w drugim nastepujacych szeregow stezen: 9: 10.8; 12,96; 15,6: 18.6 mg/dm".
Wykonano takze badania toksycznosci nierozcienczonych $ciekow syntetycznych 1
oczyszczonych.

Eksperyment przeprowadzono hodujac rosliny w szklanych naczyniach o pojemnosci
200 cm® do ktorych wprowadzano 100 em® podioza. Nastepnie podioza szczepiono rzesa
przenoszac z macierzystej hodowli po pigé roslin zbudowanych z dwu-czlonowego pedu. Test
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach w poréwnaniu do préby kontrolnej pozbawionej
zwigzku toksycznego. Proby hodowano w ciagu 14 dni. Po tym czasie konczono test
okreslajac:

- liczbe roslin

- biomase roslin

- kondycje¢ roslin (opis morfologiczny)
- zawartosci chlorofiluaib

3.14.2. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego oraz $ciekow syntetycznych i
oczyszczonych na glony Chlorella sp.

Ocena zawartosci chlorofilu a w biomasie glonow stanowi szybkg metode okreslania
toksycznosci réznych substancji dodawanych do hodowli tych organizméw. Metoda ta oparta
jest na obserwacji zanikania chlorofilu w organizmach testowych w stosunku do jego
zawartosci w hodowlach kontrolnych [106].

Hodowle macierzysta glonow Chlorella sp. prowadzono na pozywce Uspenskiego, w
temp. 25°C. Testy na glonach wykonywano w naczyniach szklanych o pojemnosei 100 cm™.
Do naczyn wprowadzono $cieki syntetyczne i $cieki oczyszczone w ilosci 50 cm”. Oznaczenie
toksycznego wplywu oleju napedowego na zawarto$¢ chlorofilu w komdrkach glonow,
prowadzono poprzez hodowle glondéw wraz z dodanym olejem w zakresie stezen: 144, 288.
360. 432, 504, 576 i 648 mg/dm’ pozywki. Préby kontrolne prowadzono na pozywce
Uspenskiego. Przygotowano po trzy powtérzenia dla kazdego badanego roztworu. Wszystkie
proby zaszczepiono homogenna zawiesing 10-cio dniowej hodowli glondéw. Naczynia
umieszczono na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Hodowle prowadzono przez 14 dni.
Po tym czasie zawarto$¢ prob saczono przez saczki bibutowe, saczki z glonami umieszczano
ponownie w szklanych naczyniach i zalewano 10 ml acetonu. Préby z acetonem wytrzasano
przez 24 godziny a nastepnie saczono ich zawartos¢ do kalibrowanej proboéwki. Nastepnie
dokonano pomiaru absorpcji ekstraktu acetonowego na spektrofotometrze przy trzech
dlugosciach fali $wietlnej: 665 nm. 645 nm i 630 nm. Otrzymane rezultaty przedstawiono
jako procent zawartosci chlorofilu w poszczeg6lnych probach, w odniesieniu do kontroli,
obliczony ze wzoru:

X=100a/b
gdzie:
X- zawarto$¢ chlorofilu w badanej probie
a- absorpcja $wiatta w probie badane;j
b- absorpcja §wiatla w prébie kontrolnej



3.14.3. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego oraz $ciekéw syntetycznych i
oczyszczonych na skorupiaki i ryby

Testy na skorupiakach i rybach prowadzono zgodnie z zaleceniami PN (PN-90/C-
04610/03 [107], PN-90/C-04610/04) [108]. W testach toksycznosci stosowano rozwielitke
Daphnia sp. 1 ryby z rodzaju Lebistes reticulatus (gupik) pochodzace z hodowli wlasnej.
Organizmy te. reprezentujace w tancuchu troficznym poziom konsumentow, znajdujg
najczestsze zastosowanie w testach biotoksykologicznych. Doswiadczenia na gupikach
prowadzono w krystalizatorach o pojemnosci 500 cm’, umieszczajac po 5 osobnikow w
kazdym naczyniu. Doséwiadczenia na rozwielitkach prowadzono na szalkach Petriego o
pojemnosci 50 em®, umieszczajac na kazdej z nich po 20 osobnikow. Dla oleju napgdowego
wykonano szereg zlozony z 5 st¢zen, przy zastosowaniu ilorazu post¢pu rozcienczen 2 (45.
90. 180, 360 1 720 mg ole_itx/dxn3). Badania $ciekow syntetycznych 1 oczyszczonych
przeprowadzono na probach nie rozcienczonych. W badaniach korzystano z wody
akwariowej. Wykonywano po trzy powtorzenia dla kazdego stezenia. Doswiadczenia
prowadzono Ww temperaturze pokojowej a oceny toksycznego dzialania substancji
dokonywano po 24, 48, 721 96 godzinach ekspozycji organizméw testowych na substancje
badane. Do organizméw martwych zaliczano wszystkie te organizmy, ktére charakteryzowat
brak jakichkolwiek ruchdw, mimo mieszania roztworu precikiem szklanym.

LCso. w przypadku oleju napedowego, obliczano metoda Reeda czyli metoda
kumulacji liczb zwierzat padiych i zywych. Metoda ta zaktada, ze jesli badane zwierzeta
przezyly ekspozycje na dane stezenie, to przezyja rowniez stezenie nizsze i odwrotnie, jesli
padly w jakims stezeniu badanej trucizny, to padna rowniez przy stezeniach wyzszych [89].

3.14.4. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego, Sciekéw syntetycznych i
oczyszczonych na bakterie

Do badan uzyto przedstawicieli czterech gatunkow bakterii: Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Sphaerotillus natans i Bacillus subtilis. Badaniom
poddano olej napedowy, ktory wprowadzany byl bezpodrednio do testu badz po
rozpuszczeniu 800 mg w wodzie. DMSO lub acetonie oraz $cieki syntetyczne 1 oczyszczone
odplywajace z poszczegdlnych komoér. Badania przeprowadzono metoda krazkowa na agarze
odzywczym [89]. Odczyt polegal na obserwacji strefy zahamowania wzrostu bakterii wokol
krazkow bibulowych nasyconych badanymi probami. Wyniki badan podano jako srednice
zahamowania wzrostu bakterii.

3.14.5. Ocena genotoksycznego dzialania skladnikéw oleju napedowego oraz Sciekow
oczyszczonych metoda testu Amesa

Oceny potencjalnych wiasciwosci mutagennych i rakotworczych skiadnikow sciekow
syntetveznych 1 oczyszezonych oraz oleju napedowego dokonano na podstawie testu Amesa
przeprowadzanego zgodnie z zaleceniami autora [104, 109]. Test Amesa okresla wplyw
badanych zwiazkéw na rewersje do prototrofii histydynozaleznych mutantéw Salmonella
typhimurium. Do badan stosowano mutanty zywieniowe (his’) bakterii Salmonella
typhimurium LT,. Charakterystyke genetyczng szczepow TA98 i TA100 uzyskanych z Ames
Laboratory Department of Biochemistry of California podano w tabeli 2. Przed
przystapieniem do testowania badanych prob $ciekow oczyszczonych sprawdzono markery
genetyczne szczepOw, stopien ich spontanicznej rewersji, okreslono takze ich wrazliwo$¢ na
mutageny.
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Test wykonywano zgodnie ze
wprowadzajac na ptytke probe sciekéw uprzednio wyekstrahowanych zgodnie z punktem
3.17.1. i po odparowaniu rozpuszczalnika rozpuszczonych w 2 cm® DMSO. Surowy olej
napedowy wprowadzano do testu w ilosciach: 0,00015; 0.0015; 0,015; 0,03; 0,06 cm” na
pivtke. Test wykonywano z dodatkiem i bez dodatku aktywatora metabolicznego, czyli frakcji
S-9 otrzymywanej z homogenatu watroby szczura aktywowanej Aroclorem 1254, stosowanej

schematem zamieszczonym na rysunku

do przemiany promutagendw w mutageny.

Tabela 2. Charakterystyka genetyczna szczepow stosowanych w teScie Amesa.

Nazwa gatunkowa

Zrédlo pochodzenia

Cechy charakterystyczne

Salmonella typhimurium TA 100

Salmonella typhimurium TA 98 Ames Laboratory Department of
Biochemistry of California USA

His, rfa, uvrB + R

His, rfa, uvB + R

) TA 98 TA 100
Nr szczepu
Histydyna+biotyna +++ + 4+
Wymagania na
L-histydynie Biotyna oo i
+++ +++
Obecno$¢ rfa mutacji r=1cm r=1cm
Obecno$¢ czynnika R + + + 4+
Obecno$¢ uvrB delecji + +
26.9 165.6
Sredni stopien rewersji spontanicznej +/-0,8 +/-2,4

Legenda:

+++ dobry wzrost
++  wzrost w obecnosci ampicvliny

+ brak wzrostu po naswietlaniu promieniami UV

---  brak wzrostu
r promien strefy zahamowania wzrostu
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Rysunek 10. Schemat wykonania testu Amesa

12h
hodowla
bulionowa

zamrozone
szezepy
testowe
-80 °C

O.1ml

0, 1ml frakeja S-9
badana lub
proba bufor
> {  fosforanowy
)

VoV

2ml (0.6%)
TOP-agaru
o temp. 43 °C

[

480,37 "C

podloze minimalne
l Vogel-Bonner'a

okredienie
liczby rewertantow
do prototrofii

W ckaznik mutagennodei:

MR = liczba rewertantow indukowanych
YRS liczba rewertantow spontanicznych

3.15. Badania biotechnologiczne

3.15.1. Oznaczanie suchej masy osadu czynnego

W celu oznaczenia suchej masy osadu pobierano 10 cm® zawartosci komory
napowietrzania i suszono w tyglu kwarcowym w temperaturze 105 °C az do uzyskania stalej
wagi. Nastepnie oziebiano tygle w eksykatorze i wazono. Odejmujac wage tygla od
otrzymanego wyniku otrzymywano wage suchej masy osadu czynnego. Wyniki podawano w
em /g [110].

3.15.2. Oznaczanie objetosci osadu

Do leja Imhoffa wlewano 1 dm® zawartoéci komory napowietrzania i po 30-minutowej
sedymentacji okreslano objetos¢ osadu czynnego. Wyniki podawano w cm 3/dm*[110].



3.15.3. Oznaczanie indeksu objetosciowego

Korzystajac z wynikdéw objetosei osadu czynnego i jego suchej masy obliczano indeks
osadu wg. wzoru [110 ]:

objetosé osadu w 1 dm .
I= - - = [cmB/g]
i1lo$¢ suchej pozostalosci osadu w g/ dm .

3.15.4. Okreslanie biochemicznego zapotrzebowania tlenu ( BZTs)

Tlen zawarty w préobach. $ciekach odplywajacych z komoér badawczych oraz w
$ciekach surowych. oznaczano metodg Winklera. IJo$¢ tlenu potrzebna na biologiczne
rozlozenie zwiazkdw organicznych okreslano stosujac metode rozcienczen [110]. Stosowano
200-krotne rozcienczenie sciekow surowych i oczyszczonych w wodzie do rozcienczen.
Wartos¢ biochemicznego zapotrzebowania tlenu wyliczano ze wzoru :

BZTs=[[(a-b)-[(c-d)xM/1000]] x 1000/ m [mg/dm3]

a - zawartos¢ tlenu w rozcienczonej probie badanych $ciekéw przed inkubacjg [
mg/dm’)

b - zawartos¢ tlenu w rozcienczonej probie badanych $ciekéw po inkubacji [ rng/dm3 ]

¢ - zawartos¢ tlenu w wodzie do rozcienczen przed inkubacja [ mg/dm3]

d - zawartos¢ tlenu w wodzie do rozcienczen po inkubacji [ mg/dm3 ] )

M- objetos¢ wody do rozcienczen w1 dm’ rozcienczonych sciekow [ cm’]

m - objetos¢ badanych Sciekow w 1 dm? rozcienczenia [cm’]

3.15.5. Okreslanie obciazenia osadu czynnego.

Obcigzenie osadu czynnego okreslano przeliczajac dobowy tadunek BZT 5 sciekow
zasilajacych komore napowietrzania na 1 mg suchej masy osadu czynnego oraz przeliczajac
dobowy tadunek oleju napedowego w mg wplywajacy do komory na 1 mg suchej masy osadu
czynnego.

3.15.6. Okreslanie chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT)

ChZT oznaczano metoda dwuchromianowg [110]. Utlenianie prowadzono w
mineralizatorze typu H-9 wprowadzajac do probéwki mineralizatora 10 cm® proby badanej,
15 cm® H,SOq4 stezonego zmieszanego z AgSOy i 10 ecm’ 0.25N K,Cr,O;.  Probdwke
zamykano chlodnicg zwrotna z szlifem {aczacym oba elementy. Probe grzano w temperaturze
wrzenia mieszaniny w ciagu 2 godzin. Po ostudzeniu mieszaniny przemywano chlodnice i
przenoszono zawartos¢ probowki do erlenmajerki. Nastepnie miareczkowano ja 0.25 N
siarczanem zelazowo-amonowym wobec ferroiny. Rownoczesnie mineralizowano probe

kontrolng w ktdrej zamiast badanych $ciekow byla woda. Wartos¢ ChZT obliczano ze wzoru :
ChZT= (a-b)xnx800/V [mg/dm’]

a - ilo$¢ mianowanego roztworu siarczanu zelazowo-amonowego zuzytego do
zmiareczkowania proby kontrolnej [ em® |



b - ilo$¢ mianowanego roztworu siarczanu zelazowo-amonowego zuzytego do
zmiareczkowania proby badanej [ cm? ]

n - normalnos$¢ roztworu siarczanu zelazowo-amomowego

V - objeto$¢ probki badanej uzytej do oznaczenia [ cm® ]

3.15.7. Oznaczanie ogélnego wegla organicznego (OWO)

Oznaczenie ogolnego wegla organicznego pozwala na peine okreslenie zawartosci
wszystkich zwiazkow organicznych wystepujacych w $ciekach surowych 1 oczyszczonych
[110].

Ogoélny wegiel organiczny oznaczano na analizatorze wegla organicznego firmy
Shimadzu-TOC 500, metoda spalania w atmosferze tlenu w temperaturze 680 °C w obecnosci
katalizatora platynowego. Przed oznaczeniem z proby usuni¢to CO, przez przedmuchanie
azotem w srodowisku kwasnym.

3.16. Badania biochemiczne

Badania biochemiczne obejmowaly oznaczenia aktywnosci enzymatyczne] osadu
czynnego. Oznaczano aktywnos¢ esterazowg i dehydrogenazowg osadu czynnego. Aktywnos¢
enzymatyczng osadu przeliczano na 1 mg suchej masy zageszczonego osadu czvnnego 1nal
mg bialka rozpuszczalnego w 1 N NaOH. Do badan pobierano kazdorazowo 20 ¢cm ~ osadu
czynnego z komory napowietrzania . Nastepnie osad homogenizowano w homogenizatorze
mechanicznym w temperaturze 10 °C w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny. Tak
przygotowany osad czynny stanowil material do oznaczania aktywnosci enzymatycznej.
Wszystkie pomiary ekstynkcji dokonywano przy pomocy spektrofotometru UV-VIS 1202
firmy Shimadzu.

3.16.1. Okres$lanie aktywnoSci esterazowe;j

Ze wzgledu na to, iz w procesie biodegradacji weglowodoréw zawartych w oleju
napedowym powstaje duzo utlenionych produktéw rozkiadu. istnieje mozliwos$¢ powstawania
estrow a tym samym zwiekszenia aktywnosci esterazowej biomasy osadu czynnego.

Aktywnos¢ esterazowg oznaczano wg. metody Jorgensena, Eriksena i Jensena [111].W
metodzie tej zastosowano zwiazek o nazwie FDA ( 3°.6"-diacetylofluoresceina ), ktéry pod
wplywem esteraz jest hvdrolizowany z wydzieleniem fluoresceiny. Ilos¢ wydzielone)
fluoresceiny mozna odczyta¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 490 nm.

2.5 em ~ zageszczonego 1 zhomogenizowanego osadu zawieszano w 2.5 cm 3 60 mM
roztworu Na,HPO4 o pH 7.6. Nastepnie pob1erano 4.5 cm’ uprzednio przvoolowanm
zawiesiny osadu i dodawano do niej 0.1 cm® EDTA, 25 ul FDA oraz 0.4 cm’ czynnika
inhibujacego biatko zawierajacego cykloheksimid. chloroamfenikol i tetracykling. Reakcje
prowadzono przez 45 minut z wytrzasaniem. Po tym czasie do préby dodawano 3 cm’
acetonu i wirowano przez 5 minut przy 12 tys. obr./min. Ekstynkcje frakcji acetonowe]
odczytywano przy dlugosci fali 490 nm wobec acetonu i znajdowano ilo$¢ powstale
fluoresceiny z krzywej standardowe;j.

3.16.2. Okres$lanie aktywnosci dehydrogenazowej
Oznaczenie aktywnosci dehydrogenaz w biomasie osadu czynnego pozwala w sposéb

szybki 1 prosty okresli¢ aktualny stan fizjologiczny osadu, poniewaz aktywnos¢ enzymow
oddechowych najszybciej reaguje na zmiany obcigzenia mikroflory osadowej.



Aktywnos$¢ enzymatyczng osadu czynnego oznacza si¢ za pomoca tzw. testu TTC.
TTC (chlorek tréjfenylotetrazolinowy ) jest zwiazkiem bezbarwnym. Pelni role sztucznego
akceptora wodoru, redukujac si¢ pod jego wplywem do czerwonego TF
(tréjfenyloformazanu).

Aktywnos$¢ dehydrogenazowg oznaczano wg zmodyfikowanej metody TTC Klapwijka
Drenta 1 Steenvoordena [112 ]. Mieszanina reakcyjna zaw1era{a 3 em’ osadu czynneao 1 cm’
roztworu zawierajacego 92 g/ dm”’ mleczanu sodu, 1 cm® TTC (4 g/dm ). 0,5 cm chlorku
kobaltowego ( 0,557 g/dm® ), 0.5 cm’ siarczynu sodowego ( 3.6 g/dm® ) oraz 2,5 cm * 0,05 M
buforu Tris-HCL o pH 8.4. Reakcje prowadzono w ciemnosci w temperaturze 37 °C przez 35
minut. Po tym czasie odrzucano plyn znad osadu i dodawano kroplq absolutnego alkoholu
elx]ow%o w celu przerwania reakcji. Nastgpnie pobierano po 2 cm’ osadu i dodawano 2,5
cm’® 96 % alkoholu etylowego i umieszczano w tazni wodnej o temperaturze 90 °C na czas 6
minut, dla wyekstrahowania z komorek zredul\owanego TF. Po tym czasie korygowano
objetos¢ etanolu i zawarto$¢ proby wirowano przez 5 minut przy 6 tys. obr./min. Ekstynkcje
frakcji etanolowej odczytywano przy dlugosci fali 480 nm wobec etanolu i znajdowano ilos¢
powstalego TF z krzywej standardowe;.

3.16.3. Oznaczanie ilo$ci bialka w biomasie osadu czynnego -

Zawartos$¢ biatka rozpuszczalnego w 1N NaOH oznaczano wg metody Lowry’ego. Do
1 ecm’® osadu dodawano 1 cm?® goracego, 6% roztworu kwasu trojchlorooctowego (TCA).
Prébe ogrzewano na wrzacej lazni wodnej przez minutg. Nastgpnie wirowano przez 5 minut
przy 10 tys. obr./min., odrzucano plyn znad osadu i dodawano 2 cm’ IN NaOH. Probe
ogrzewano przez 10 mmut na wrzacej lazni wodnej i ponownie wirowano. W plynie
nadosadowym oznaczano biatko metoda Lowry’ego [113].

Do probowki odmierzano 1 ml plynu nadosadowego i dodawano 5ml odczynnika
miedziowego. Po zamieszaniu pozostawiano na 10 minut w temperaturze pokojowe].
Nastepnie dodawano 0.5 ml odczynnika Folina i Ciocalteu. Zawarto$¢ probdéwki szybko
mieszano. Po 30 minutach odczytywano ekstynkcje przy dlugosei fali 750 nm wobec préoby
kontrolnej (blank), ktéra byla proba przygotowang identycznie jak proba badana, nie
zawierajaca jednak bialka. Zawartos$é biatka odczytywano z krzywej wzorcowe;j.

3.17. Badania chemiczno-analityczne

3.17.1. Oznaczenie ubytku skladnikow oleju napedowego metodg ekstraktu eterowego

W celu oznaczenia ubytku oleju napedowego. w badaniach nad biodegradacja.
odmierzano 1 dm $ciekow syntetycznych i oczyszczonych do kolby stozkowej 1 dodawano
do niej 20 cm?® eteru naftowego. Kolbe umieszczano na wytrzasarce i wytrzasano przez okres
30 minut. Nastepnie zawartos$¢ kolby przenoszono do rodeJe]acza i zbierano frakcje eterowa.
Pozostala frakcje wodna ponownie ekstrahowano 10 cm’ etereu naftowego. Po odwodnieniu
bezwodnym siarczanem sodu. ekstrakty eterowe saczono przez suche saczki bibulowe do
naczynek wagowych uprzednio wysuszonych i zwazonych do stalej wagi. Saczki
przemywano kilkakrotnie matymi porcjami eteru naftowego. Nastepnie eter odpedzano na
lazni wodnej, ogrzewanej do temperatury okoto 60 °C. Naczynka wagowe ozigbiano w
eksykatorze nad chlorkiem wapniowym w ciagu 1 godziny i wazono [110 ].

40



3.17.2. Analiza zawartoSci skladnikow oleju napedowego przy pomocy chromatografii
gazowej i cieczowej

a) oznaczenia weglowodoréw przy pomocy chromatografii gazowe;j.

Oznaczenia sumy stezen weglowodorow w ekstraktach wykonano metoda CG
(chromatorafii gazowej) zgodnie z PN-94/C-04643 [114] obowiazujaca od 30 grudniu 1994r
oraz norma PN-89 / C-04577 [115] zalecang do oznaczen lekkich weglowodorow
aromatycznych przy uzyciu chromatografii gazowej.

Zgodnie z norma ( PN-89 / C-04577). 0.5 dm?’ $ciekow ekstrahowano n-heptanem przy
uzyciu kolby stosowanej do mikroekstrakcji. Ekstrakty. z pomini¢ciem etapu zatgzania,
wprowadzano bezposrednio do dozownika chromatografu gazowego. Analizy metoda
chromatografii gazowej wykonywano na chromatografie N-504 z dedektorem FID, z
wykorzystaniem 50 m kolumny kapilarnej typu SPB-5 ( z faza SE 54). o $rednicy 0.25 mm
stosujac programowany narost temperatury 8 deg/ min od 30 do 300 °C. Jako podstawe do
obliczen ilosciowych przyjeto zmiany intensywnosci sygnaléw wzgledem wzorcowej frakcji
oleju napedowego uzytego w doswiadczeniach. Wykrywalnosé pojedynczego weglowodoru
wynosila 2 pg/dm® , a sumy weglowodoréw 25 pg/dm’ )

b) oznaczenia weglowodoréw aromatycznych przy pomocy chromatografii cieczowe;j.

Réwnolegle, te same probki ekstraktow przygotowanych do analiz metoda
chromatografii gazowej, analizowano przy uzyciu chromatografii cieczowej stosujac
chromatograf cieczowy (typ LMIM prod. wegierskiej) z kolumna wypelniona silikazelem
typu 15 psil, o $rednicy 4 mm, di. 25 cm, z detektorem UV (245 nm), pracujaca w warunkach
izokratycznych z n-heptanem jako eluentm (2 ecm® / min.). Analiza przy pomocy
chromatografu cieczowego pozwalala na oznaczenie grup weglowodorédw aromatycznych
(takich jak monoaromaty. alkiloaromaty i naftenoaromaty) znajdujacych si¢ w ekstraktach. Za
podstawe do oznaczen jakosciowych i ilosciowych przyjeto sygnaty (piki ) uzyskane od
mieszanek wzorcowych sporzadzonych w oparciu o uzyta w badaniach frakcje oleju
napedowego.

W czeSci badan w celu zwiekszenia rozdzielczo$ci 1 mozliwosei  identyfikacji
pojedynczych weglowodoréw aromatycznych zawartych w  ekstraktach., zastosowano
zmienione warunki analizy. Zastosowano kolumne typu ODS firmy KNAUER o Srednicy
3mm i dlugosci 20 cm. Analizy wykonywano rowniez w warunkach izokratycznych przy
uzyciu chromatografu typ LMIM z detektorem UV (254 nm). stosujac jako eluent mieszanine
metanol-woda w stosunku 85:15, z szybkos$cia 1 cm3/min . Identyfikacje poszczegélnych
weglowodoréw dokonano na podstawie wzorcowych weglowodoréw aromatycznych oraz w
odniesieniu do wzorcowego oleju napedowego. Z uwagi na brak znacznej ilosci wzorcow.
oprocz lekkich monoaromatéw takch jak ; benzen . toluen . etylobenzen i ksyleny. analiza
chromatografia cieczowa nie pozwalala na ilosciowe oznaczenie niezidentyfikowanych
weglowodorow. Niemniej. biorac pod uwage svgnaly (chromatogram) wzorcowego oleju
napedowego i chromatogramy ekstraktéw, zauwazalne byly znaczace zmiany intensywnosci
szeregu sygnaléw o okreslonych czasach retencji, co stanowilo podstawe do oceny
jakosciowych zmian.

W celu oceny stopnia chemooksydacji oleju napgdowego analizy chromatograficzne
wykonano takze dla ekstraktow z komory napowietrzania zawierajacej jedynie wodny
roztwor oleju napedowego w stezeniu stosowanym w innych komorach.
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3.18. Analiza statystyczna wynikow

Analiza statystyczna zostala oparta o wyniki stopnia usuwania zanieczyszczen w %.
przez badane osady czynne, uzyskane na podstawie analiz BZTs, ChZT, ekstraktu eterowego,
chromatografii gazowej i OWO.

Dla danych uzyskanych we wszystkich seriach badan okreslono warto$¢ srednia,
odchylenie standardowe. wariancje oraz wyznaczono dystrybuante empiryczng 1 jej liniowg
aproksymacje. W celu zbadania istotnosci statystycznej rdéznic migdzy wartosciami
procentowego usunig¢cia badanych zanieczyszczen przez osad konwencjonalny, wyhodowany
z aktywnych szczepow i1 doszczepiany zastosowano test Studenta [116. 117, 118].

Obliczenia zostaly wykonane za pomocg programu komputerowego ORGIN 4.2. na
komputerze PC z procesorem Pentium 2.

CZESC WYNIKOWA
4.0. Wyniki badarn

Proces biodegradacji sktadnikéw oleju napedowego, znajdujacego si¢ w Sciekach,
wymagal wyhodowania osadu czynnego. ktéry bylby enzymatycznie przygotowany do
wykorzystywania réznego rodzaju weglowodoréw jako zrodet wegla i energii.

Problem ten postanowiono rozwigza¢ poprzez wzbogacenie mikroflory osadu
czynnego wysoko aktywnymi szczepami drobnoustrojow, ktore izolowano ze srodowiska
wodnego 1 glebowego skazonego substancjami ropopochodnymi. Okreslono  przynaleznosc
taksonomiczng wyizolowanych szczepdw oraz ich zdolnosci rozkiadu skladnikow substancji
ropopochodnych, a w szczegdlnosci oleju napedowego. Nastgpnie sposrod wszystkich
wyizolowanych szczepéw wybrano te, ktore mialy szanse sta¢ si¢ trwalym elementem
biocenozy osadu czynnego. Pozyskany w ten sposéb material mikrobiologiczny stuzyt w
dalszych eksperymentach nad procesem biodegradacji oleju napedowego.

Z wyselekcjonowanych szczepow skonstruowano szczepionke bakteriologiczng
zasilajaca osad konwencjonalny oraz podjeto probe, zakonczona sukcesem, wyhodowania
osadu czynnego wylacznie z czystych aktywnych szezepow. Prace tak utworzonych osadow
czynnych, oczyszczajacych $cieki zaolejone, poréwnywano do pracy osadu czynnego-
konwencjonalnego. Proces biodegradacji skladnikow oleju napgedowego sledzono
powszechnie przyjetymi metodami technologicznymi, chemicznymi, biologicznymi i
biochemicznymi.

W grupie badan biochemicznych, obok okreslania popularnej aktywnosci
dehydrogenazowej. probowano réwniez zastosowaé inng aktywnos$¢ jako wskaznik pracy
osadu, a mianowicie aktywno$¢ esterazowa. Podyktowane to bylo tym, iz w procesie
biodegradacji weglowodoréw powstaje duzo utlenionych produktéw rozkiadu, istniata wigc
mozliwos¢é powstawania estrow, a tym samym mozliwo$¢ zmian wartosci tej aktywnosci
enzymatycznej w biomasach badanych osadow czynnych.

W trakcie procesu oczyszczania wykonywano takze szereg badan bakteriologicznych
polegajacvch na wykrywaniu obecnosci pewnych, wybranych bakterii zaréwno w osadzie
czynnym jak i w $ciekach oczyszczonych. Badano ogolng liczbe wolnoptywajacych bakterii
w $ciekach oczyszczonych. Podwyzszona liczba tych bakterii jest dobrym wskaznikiem
pogarszajacych sie warunkdéw oczyszczania $ciekow oraz moglaby sygnalizowa¢ wyplywanie
szczepionki bakteriologicznej z komory w ktérej znajdowatl si¢ osad doszczepiany. Natomiast
w celu poréwnania zdolnosci biodegradacyjnych badanych osadéw oznaczano poziom
bakterii rozkladajacych olej napedowy.
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Podjeto takze probe wyjasnienia zagadnienia dotyczacego biosorpcji oleju
napedowego na powierzchni osadu czynnego doszczepionego aktywnymi mikroorganizmami
w poréwnaniu do osadu czynnego konwencjonalnego z uwagi na duze znaczenie procesu
biosorpcji jako fazy wstepnej warunkujacej biodegradacje substratow i rzeczywiste ich
usuniecie.

Rownoczesnie z prowadzonymi badaniami oczyszczania sciekdw zaolejonych metoda
osadu czynnego prowadzono testy bioindykacyjne umozliwiajace $ledzenie zmian
toksycznosci i genotoksycznosci w odplywie $ciekow. Wiadomo bowiem, iz podczas
biodegradacji weglowodorow wchodzacych w skiad oleju napgdowego moga powstac
szkodliwe, blizej nieznane metabolity. ktére moga by¢ tak samo lub nawet silniej toksyczne
badz genotoksyczne od zwigzkow wyjsciowych. W trakcie procesu oczyszczania mogg takze
pozostac i oddziatywac szkodliwie pewne niezbiodegradowane weglowodory.

|. BADANIA MIKROBIOLOGICZNE

4.1. lzolacja i okres$lenie przynaleznosci taksonomicznej
aktywnych szczepow mikroorganizmow

Mikroorganizmy rozkladajace skiadniki oleju napedowego wyizolowano z wody 1

gleby skazonej substancjami ropopochodnymi pochodzacej z okolic stacji benzynowych i

Centrali Produktow Naftowych na terenie miasta Wroctawia. Odwazano 10 g gleby i

umieszczano w mineralnym podiozu Siskinej-Trocenko a nastepnie wytrzasano przez okolo

pol godziny. Po tym czasie dekantowano osad i1 zbierano plyn nadosadowy. Ciecz
nadosadowa zwierajacg mikroorganizmy glebowe i pobrane proby wody wzbogacono w azot

1 fosfor ( C:N:P =10 :1:0.1), ustalono odczyn pH na poziomie 6.8-7.2 i catos¢ inkubowano 7

dni w temperaturze 18 ° C. Pozwolilo to na namnozenie jedynie tych drobnoustrojow, ktore

zdolne byly do biodegradacji weglowodoréw obecnych w badanych prébach gleby 1 wody.

[zolacji pojedynczych szczepoéw mikroorganizmoéw dokonano na nastepujacych
podlozach izolacyjnych wzbogaconych olejem napedowym rozprowadzonym na powierzchnii
podidz w postaci filmu.:

- zagaryzowanym podlozu mineralnym Siskinej-Trocenko, ktore stuzylo do izolacji
mikroorganizmow prototroficznych zdolnych do wykorzystywania oleju w charakterze
jedynego zrddta wegla 1 energii,

- agarze odzywczym stuzacym do izolacji jak najwiekszej ilosci bakterii saprofitycznych
zdolnych do wykorzystywania oleju w obecnosci innych substratow organicznych,

- podiozu Sabourauda stosowanym do izolacji szczepow drozdzy.

Ogolem z gleby i wody zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi wyizolowano

67 szczepow drobnoustrojow zdolnych do rozkladu oleju napedowego. Wyizolowane w ten

sposéb szczepy mikroorganizméw wielokrotnie pasazowano w celu otrzymania kultur o

utrwalonej genetycznie zdolnosci do utylizacji oleju napedowego. Po dokonaniu

wielokrotnych pasazy okazalo sie. ze tylko 33 szczepy posiadaja genetycznie utrwalong
zdolno$¢ do biodegradacji weglowodorow. Szczepy te poddano dalszym badaniom
morfologicznym, fizjologicznym i biochemicznym w celu okre$lenia ich przynaleznosci
taksonomicznej. Na podstawie tych badan, korzystajac z klucza Bergey’a szczepy zaliczono
do nastepujacych rodzajow (tabela 3):  Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas,
Corynebacterium, Actinomyces, Alcaligenes, Nocardia, Candida i Rhodotorula.



Tabela 3. Przynalezno$¢ rodzajowa badanych szczepow.

Szczepy Gram dodatnie Szczepy Gram ujemne

Numer szczepu Rodzaj Numer szczepu Rodzaj

25
26 13
36 Corynebacterium 21 Pseudomonas
37 56
47
57

2
12 59 Alcaligenes
17 Bacillus 60
24
51

18
Candida
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4.2.  Okreslenie mozliwos$ci wzrostu i zdolnosci rozkladu oleju napedowego przez
wyizolowane szczepy mikroorganizmow

Wiekszo$¢ z 33 oznaczonych szczepow rosta dobrze na statych podiozach mineralnych z
rozprowadzonym filmem ropy naftowej, oleju napgdowego, oleju smarowego i oleju
silnikowego na powierzchni podioza, w charakterze jedynego zrédta wegla i energii. Wyniki
tych badan przedstawiono w tabeli 4. Najlepsza zdolnos¢ do wzrostu na tych podtozach
wykazaty nastepujace szczepy: Corvnebacterium 25, 26; Bacillus 2, 12, 24; Candida 18, 22,
33: Micrococcus 7. 30; Nocardia 29, 43; Pseudomonas 56 1 Rhodotorula 8. 42. Malg
zdolnoscig do wzrostu na tych podiozach odznaczaly sie szczepy: Corynebacterium 57,
Bacillus 51; Micrococcus 55; Actinomyces 1. Alcaligenes 59, 60 1 Rhodotorula 50.

W warunkach hodowli wstrzasanej, na ?odiozu ptynnym mineralnym z dodatkiem oleju
napedowego w ilosci 1g/100<:m3, 5g/100cm” i 10g/100cm”, badane szczepy charakteryzowaty
si¢ dobrym zuzyciem substratu weglowodorowego. Wyniki tych badan przedstawiono w
tabeli 5. We wszystkich hodowlach obserwowano wyrazny spadek stgzenia oleju napedowego
zalezny od stezenia substancji weglowodorowych w hodowlach po 21 dniach trwania
eksperymentu. W przypadku gdy stezenie substratu w hodowli wynosito 1g / 100cm’ ubytek
weglowodorm\ wahal sie w granicach 25%-91%., przy stezeniu oleju napgdowego 5g /
100em® od 29% do 96,8%. natomiast gdy stezenie oleju w hodowli wynosito 10g / 100cm’
ubytek ten wahat si¢ w granicach od 15.3% do 64,1%. Jedynie szczep Corynebacterium 57
odznaczal si¢ wyraznie najmniejsza zdolnoscig do rozkiadu substancji weglowodorowych
zawartych w oleju napedowym. W tym przypadku zaobserwowano bowiem najmniejszy
procentowy ubytek oleju. ktéry wynosit w zaleznosci od wyjsciowego st¢zenia substratu
odpowiednio: 15,7%. 21% i 2.2%. Jednoczesnie zaobserwowano najwigkszy procentowy
ubytek oleju napedowego w hodowlach poszczegdlnych szezepéw wowezas gdy poczatkowe
stqzeme substratu wynosilo 5g / 100cm’, Najmniejszy za$ ubytek tam gdzie wynosito ono 10g
/ 100em’.

Réwnoczesnie okreslano zdolnos¢ do rozmnazania sie szczepow na plynnym podtozu
mineralnym z dodatkiem 1g/ 100cm”. Sg/ 100cm” i 10g / 100cm” oleju napgdowego w ciagu
21 dni. Wyniki tych badan. w postaci logarytmu liczby bakterii w 1 ml hodowli,
przedstawiono w tabelach 6. 7 i 8. Z wynikow tych wybrano trzy przyklady szczepow
rozmnazajgcych sie bardzo dobrze, dobrze i zle w celu zilustrowania ich graficznie (rysunki
11. 121 13). Dla prawie zadnej z badanych kultur nie zaobserwowano negatywnego wplywu
oleju napedowego na ich liczebnos$¢. Przebieg rozwoju populacji drobnoustrojow byl typowy
dla hodowli statycznej. Dla wiekszosci mikroorganizméw ilos¢ komorek wzrastata
gwaltownie do okolo 10-12 dnia badan po czym spadata. Najwigkszy sgadek liczby bakterii,
po tym czasie, obserwowano w hodowlach zawierajacych 1g / 100 cm” oleju napedowego i
charakteryzujacych sie bardzo dobrym procentowym ubytkiem substratu weglowodorowego.
W hodowlach do ktérych dodano 5g / 100cm® oleju faza rownowagi i zamierania trwala
znacznie diuzej, ze wzgledu na powolniejsze wyczerpywanie sie substratu z podioza. W
przypadku hodowli zawierajacych 10g / 100 cm’ oleju napedowego zauwazono podobny
przebieg rozmnazania si¢ komorek mikroorganizméw, lecz przy znacznie obnizonej ich ilosci
oraz przy wydtuzonej fazie logarytmicznego wzrostu i réwnowagi ( rys.11 1 12 ). W
przypadku szczepu Corynebacterium 57, charakteryzujacego sie najmniejszg zdolnoscia do
rozkladu weglowodorowego substratu, zauwazono bardzo wolny wzrost populacji bakteryjnej
w obecnosci najwigkszego stezenia oleju w hodowli ( rys. 13).



Tabela 4. Ocena wzrostu wyizolowanych szczepéw na podlozu mineralnym Siskinej- Trocenko z

dodatkiem ropy naftowej i jej produktow.

Numer Rodzaj Ropa Olej Olej Olej
Szczepu Naftowa napedowy smarowy Silnikowy
25 ++ + +++ ++ ++
26 + 4+ ++ + ++ ++

36 Corynebacterium ++ ++ ++ +
37 ++ ++ ++ +
47 ++ + + + +
57 + + + +
2 Bacillus +++ + + ++ ++
12 + + + 4+ + ++ ++
17 + + + + ++ -
24 ++ +++ ++ +++
51 + - + +
18 Candida +++ + 4+ +++ + 4+
22 + 4+ + ++ + +++ +++
33 +++ ++ + ++ + ++ 4
46 + + + + ++ ++
7 ++ + ++ + ++ + 4
30 Micrococcus ++ + +++ ++ ++
44 + + + -
45 + - - =
54 + ++ + + +
55 + -+ + -
29 Nocardia ++ + 4+ ++ ++
43 + + ++ + + + ++
1 Actinomyces + + - -
13 Pseudomonas ++ - + -
21 + + + + ++ ++
56 ++ + +++ + + ++
59 Alcaligenes - + - -
60 - + + +
4 ++ ++ ++ + +
8 Rhodotorula + + + 4+ ++ ++
42 + + +++ + + + +
50 + - + -

+ + + intensywny wzrost , + + $redni wzrost , + staby wzrost




Tabela 5. Ubytek oleju napedowego w 21 dniowych hodowlach poszczegélnych szczep6w drobnoustrojéw.

% ubytek oleju napedowego po 21 dniowej hodowli poszczegblnych
Numer Rodzaj drobnoustrojow z nastepujacymi steZzeniami oleju :
Szczepu 19/100 cm® 5 g/100 cm® 10 g/100 cm’
25 85,3 92.0 64,1
26 82.5 95,1 51,5
36 67.1 73.4 48,3
37 Corynebacterium 72,0 78.8 33,4
47 69.6 76.0 41,0
57 15.7 21.0 2,2
2 71,0 78.0 42,5
12 Bacillus 86,0 94,2 34,1
17 74,1 81.0 35,0
24 88.3 96.0 40,1
51 25.0 29.0 15,4
18 86.8 88.2 62,0
22 Candida 82,8 96.8 58,2
33 91.0 92.0 453
46 76.8 80.2 51,0
7 84,5 86.5 34,2
30 82,0 90.1 41,7
44 Micrococcus 61,3 65.0 21,9
45 60,0 64.3 29,0
54 76.8 86.0 35,8
55 63.0 67.3 25,3
29 84,5 85.0 39.4
43 Nocardia 87.0 86.1 35.3
] Actinomyces 43,2 43.7 19,2
13 56,0 66,0 45,0
21 Pseudomonas 72,1 85.1 54,0
56 88.3 90,0 62,1
59 41.0 40,7 17.0
60 Alcaligenes 48.3 56,2 15,3
4 76.0 88.0 45.6
8 89,2 953 52,0
42 Rhodotorula 83.0 88.0 7
50 51,2 60.0 23,1

- Wydajnos¢ procesu ekstrakcji 83 %
- Niebiologiczny ubytek oleju napedowego w wyniku chemooksydacji 5 %
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Tabela 6. Wzrost drobnoustrojow na podiozu mineralnym z dodatkiem 1g oleju napedowego/100cm’.

Numer i rodzaj DZIEN HODOWLI
szczepu 2 [ 4 ] 6 [ 8 J10 Ji1z Jia J16 [18 [20 | 22
LOGARYTM LICZBY BAKTERII W1 ml HODOWLI
Corynebacterium
25 3.5 13,5 16,0 | 16,2 16,7 | 13,5 12 110,790 | 7.5 7,1
26 34 13,7 16,5 | 16,7166 | 142 | 112|103 | 89 | 7.7 7.6
36 3.0 10.1 124 1129 (13,1 | 11,1 [104] 99 | 7.8 | 6,6 6.4
37 3,1 9.8 11,0 | 12,1 12,0 9.8 93 | 86 | 74 | 63 6,0
47 2,7 8.0 9,2 10,5 1103 | 82 7.8 | 7,5 | 64 | 58 5.5
57 2.8 4.5 6.9 7.0 | 7.1 6.5 57 | 44 | 4,1 | 45 43
Bacillus
2 4 5.5 7.5 80 | 85 8.0 75 1 7,1 | 6,8 | 67 6.5
12 3.6 5.8 7.9 87 | 9.5 9.4 93 | 88 | &1 | 7.9 1.5
17 3.7 5.6 7.4 83 | 84 8.3 81 | 74 | 69 | 63 6.1
24 2.8 5,1 8.1 95 1] 99 100 | 9.6 | 93 | 88 | 8.1 7.9
51 1.7 3,6 52 6.3 | 7.2 7,3 69 | 6.2 | 5,6 | 4,8 4.3
Candida
18 3.5 6.9 8.1 92 | 9.8 9,7 9.1 | 85 | 7.7 | 69 6.7
22 4.2 7.5 8.9 9.5 | 9.7 9.9 88 | 80 | 7.6 | 7.0 6.5
33 3.7 6.2 8.5 93 | 9.6 9.5 92 | 89 | 85 | 74 6.8
46 2,9 5,9 7.9 8.6 | 88 8.7 85 | 81 | 7.6 | 6,9 6.4
Micrococcus
7 4.8 5.2 8,5 10,0 [ 11,7 ] 94 9.1 | 86 | 80 | 7.8 7.6
30 52 7,0 8.0 8.7 [10,5( 120 |11,5]10,7] 92 | 86 7,9
44 2.8 4.5 6,2 74 | 7.8 7.6 69 | 6,1 | 59 | 5.5 4.9
45 2.2 4.1 6.5 7.1 | 7.5 7.6 76 | 69 | 6.2 | 5.9 5.1
54 3.3 5.0 82 84 | 9.1 9.3 92 | 83 | 74 | 69 6.5
55 2.5 43 6.7 6.9 | 7.7 8.1 79 | 6.8 | 6.1 | 5,7 5.2
Nocardia
29 4.0 6.7 7.7 120 11,5 108 | 9.8 | 95 | 89 | 8.4 7,9
43 3.6 4,0 5.8 11,0 [ 11,1 | 10,2 | 9.6 | 9.1 | 87 | &1 7,6
Actinomyces
1 1,2 3.6 57 6.2 |53 |4.9 3,66 |33 (29 |28 2.2
Pseudomonas
13 3.4 5.8 \3 9.5 | 94 8.9 87 |1 79 | 7.1 | 6.8 5,9
21 3.5 5.3 8.9 9.8 | 10,0 9.9 9.8 | 95| 89 | 85 82
56 4.0 6.9 9.8 1,5 (12,1 11,9 | 11,7 ] 11,4 | 104 | 9.7 9.4
Alcaligenes
59 2.1 4.7 6.2 6.8 | 6.5 6.3 59 | 54 | 5.0 | 47 4.5
60 1.9 5,2 6.8 7.1 | 6.8 6.1 6.0 | 57 | 48 | 45 43
Rhodotorula
4 3.1 6.4 7.5 8.8 | 85 8.1 76 | 74 | 7.0 | 69 6.7
8 2.8 8.4 9.8 9.5 1 9.2 8.9 80 | 88 | 85 | 83 8.0
42 3.5 8.2 9.1 10,0 | 9.7 9.4 88 | 87 | 8.6 | 86 8.5
50 2,5 4.7 6,2 6.3 | 59 5.5 49 | 45 | 43 | 4,1 3.8

48



Tabela 7. Wzrost drobnoustrojéw na podlozu mineralnym z dodatkiem 5 g oleju napedowego/100 em’.

Numer i rodzaj DZIEN HODOWLI
szezepu 2 | 4 | 6 [ 8 J1o 12 Ji14 Jie [18 J20 | 22
LOGARYTM LICZBY BAKTERII W 1 ml HODOWLI
Corynebacterium
25 2.7 7.8 137 | 1451140 142 | 143 | 14,1 | 140 | 12,5| 11,7
26 3.0 8.2 149 | 1511150 | 148 [ 148 | 14.6| 139 | 13,1 | 129
36 2.4 5.8 102 {109 | 108 | 10.7 |10.6 | 10,0 9.5 | 87 8.1
37 2.2 55 DS 11,0 1 109 | 10,6 [107]102] 9.6 | 9.0 8.6
47 22 5.6 9.8 10,5 1106 | 106 |105] 9.8 | 90 | 83 1,9
57 2,1 4.9 5,7 65| 74 7.5 76 | 751 73 | 7.0 6.9
Bacillus
2 1,9 3.2 5,3 6.9 | 7.3 7.6 77 {75 73| 73 7.1
12 3.1 S, 6.7 79 | 8.4 8.5 84 | 82 | 80 | 8.1 8,1
17 2,2 3.5 5.8 6.1 | 6.9 6.8 6.5 | 6.6 | 6.5 | 64 6,3
24 29 5.6 7.3 88 | 9.3 9.2 9.1 | 92 | 92 | 9,0 8.9
51 1,5 2,7 3,9 4.7 | 5.1 5.0 49 | 4,7 | 45 | 4,1 3,
Candida
18 3.5 5,1 6.7 7.2 | .5 7.9 84 | 83 | &1 | 80 7.8
22 4.1 5.9 7,1 79 | 84 8.6 87 | 89 | 88 | 87 8,1
33 3.8 6,1 1.2 8.1 | 86 8.6 87 | 87 | 86 | 85 8.4
46 2,9 3.5 4.6 5.2 | 5.7 6,2 7.1 |1 69 | 6.7 | 6.5 6,1
Micrococcus
el 2.8 5.4 6.4 7.2 | 85 9.4 93193 |92 | 9.l 8.9
30 3,5 6.3 7,1 79 | 8.8 9,7 10,2 | 10,1 { 10.1 | 9.9 9.8
44 1,5 21 2.8 3.6 | 4.7 S.1 5.0 | 49 | 47 | 45 4.2
45 1,9 23 3.1 42 | 5.1 5.6 56 {55521 50 4.8
54 3.2 4.5 5.8 6.5 | 6.9 7.2 7.1 7.0 | 6.8 | 6,5 6,2
55 2,1 34 43 5.8 | 6.1 6.1 59 | 58 | 55 | 5.1 4.8
Nocardia
29 2,5 3.0 4.5 8.7 1 9.0 9.5 93 | 9.1 | 9.0 | 8.8 8.7
43 1.5 9 5,0 6.8 | 8.2 10,0 | 9.8 | 9.5 | 9.2 | 9.1 8.9
Actinomyces
| 1.3 2,2 2.9 34 | 4.7 5.6 54 | 53| 5.1 | 49 4.5
Pseudomonas
13 2.7 34 4.1 54 | 74 8.2 8.1 80 | 7.8 | 7.6 7.2
21 3.2 4.7 5.6 7.6 | 8.8 9.1 9.1 89 | 88 | 85 8.1
56 3.5 49 7.8 93 | 10,8 | 10,8 10,7 |10.6|10,5] 104 | 10.3
Alcaligenes
59 1.8 2.6 3l 3.8 | 44 4.9 5,11 5,1 ] 49 | 4.7 4.4
60 2,2 3,2 3.9 4.7 | 5.1 5.5 53 | 53| 50 | 49 4.5
Rhodotorula
4 3.1 4.4 3.6 6.7 | 7.0 7.5 74 | 73 | 7.1 | 6,9 6.5
8 3.6 4.8 7.8 87 | 9.2 9.2 9.1 9.1 1 9.0 | 88 8,7
42 2.9 49 6.9 7.8 | 8.1 8.1 8.0 | 8.1 80 | 7.9 7.8
50 1,7 2.4 3,6 44 | 49 5.2 5,0 | 48 | 45 | 43 4,0
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Tabela 8. Wzrost drobnoustrojéw na podiozu mineralnym z dodatkiem10 g oleju napedowego/100 em’,

Numer i rodzaj DZIEN HODOWLI
szezepu 2 [ 4 [ 6 [ 8 J1o 12 T14 16 18 [20 | 22
LOGARYTM LICZBY BAKTERII W1 ml HODOWLI
Corynebacterium
25 2.9 54 6.5 7.6 | 8.1 8.9 9.0 | 9.2 |9.25] 9,1 8.8
26 2,5 5,7 6.8 7.1 | 74 8.1 82 | 81 | 83 | 8,1 7,9
36 2,3 4.3 S5.1 6,2 | 6.9 7,5 74 | 7,2 | 6,8 | 65 6,3
37 2.1 4.8 5.7 64 | 6.7 7.8 7.6 | 73 | 7.1 | 68 6.5
47 1.9 4,1 49 59 | 6,5 7,2 74 175173170 6.8
57 1,7 1.8 2.4 2.5 1 2.5 2,7 2,6 | 2,8 |2,65] 26 2,6
Bacillus
2 1.6 2,2 2.8 34 | 3.7 4,0 44 | 49 | 48 | 45 4.3
12 2,2 2,9 3.5 42 | 49 5.3 5.8 1 58 | 57| 56 5,5
17 1,5 2.4 2,7 3,1 | 3.8 42 45 | 49 | 48 | 46 43
24 2.0 2.8 3.1 39 | 4.8 5,6 6.1 | 6,0 | 6,0 | 5.9 5.8
51 0,9 1.4 157 2,1 | 24 2.9 3,1 | 3,0 | 28 | 25 2,3
Candida
18 2,5 3.6 4,1 44 | 4.8 5.0 52 | 531 52 | 52 5,1
22 3,5 4.2 4,7 5,7 | 5.8 59 |585) 59| 57|55 54
33 2.7 34 3.9 4,7 | 5.0 5.3 55154 | 54|53 52
46 2,1 2,9 3,2 3,7 | 4.0 4.4 46 | 49 | 4,7 | 45 4.2
Micrococcus
7 3,1 4.3 55 59 | 63 6.7 69 | 6.9 | 6.8 | 6.7 6.5
30 3.2 4.7 5,9 6.5 6.9 7,5 7.9 7.9 7.8 N 7.6
44 1,2 1,5 2,2 2.8 | 3.2 3.3 34 | 33| 3.1 | 2.8 2,5
45 1.5 1,9 2.5 3,1 | 3.5 3.9 3.8 | 3.7 | 3.5 | 3.1 2.8
54 2,7 34 4.1 45 | 49 5.0 5.1 ] 5.0 | 49 | 47 4.6
55 1,0 1.6 2.0 2.8 | 3,0 3.2 3,1 | 3,0 | 27 | 25 2,1
Nocardia
29 2,1 3.7 4.6 52 | 59 5 6.7 | 6.9 | 6.9 | 68 6.7
43 1,9 2,9 3,9 48 | 5.6 7,2 78 | 7,8 | 7,7 | 7.5 7.3
Actinomyces
1 1,2 1,9 2,3 2,7 | 3. 34 37139 39 ] 36 3,2
Pseudomonas
13 251 2.7 301 48 | 54 5.8 6.1 | 62 | 6.5 | 6.2 6.0
21 2,6 3.1 3.9 52 | 64 6.9 71 | 73 (72| 7.0 6.7
56 3.1 4,7 5,9 6,7 | 7.5 8.0 8,1 | 86 | 85 | 85 8.4
Alcaligenes
59 1.5 1.8 2,5 3,1 | 3.6 3,9 4,1 | 45| 43 | 3.9 3.6
60 1,2 1.5 2,3 29 | 34 4.2 49 | 5.1 | 5.0 | 4.8 4,7
Rhodotorula
4 2,1 34 3,9 45 | 49 5.0 S.1 ] 5.0 | 49 | 4,7 4.5
8 3.2 4.9 5,7 6.3 | 6.9 6.9 7,1 1 7,1 | 69 | 68 6.7
42 3.5 4,5 5.1 56 | 5.8 6.0 63 | 65| 64 | 6,3 6,2
50 1.7 2,3 3,4 3,51 34 3,7 3,8 1 3,8 | 3,6 | 3,4 3,1
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Rysunek 11. Wzrost szczepu z rodzaju Candida 22 na podioit
mineralnym z dodatkiem r6znych stezen oleju napedoweao.
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Rysunek 12. Wzrost szczepu z rodzaju Corynebacterium 25 na
podtozu mineralnym z dodatkiem réznych stezen oleju
napedowego.

—e—1 g/100cm3
—=—5 g/100cm3
—#&— 10 g/100cm3

DNI

51



Rysunek 13. Wzrost szczepu 2 rodzaiu Corynebacterium 57 na podloiu mineralnym |
dodatkiem réznych stezen oleju napedowego.
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4.3. Dobor szczepow i przygotowanie szczepionki
mikrobiologicznej zasilajacej osad czynny

Jednym z zasadniczych warunkéw znalezienia wiasnej niszy ekologicznej przez
sztucznie wyselekcjonowany szczep bakterii, ktorym ma by¢ zaszczepiony osad czynny, jest
brak negatywnych oddzialtywan miedzy nim a mikroorganizmami zasiedlajacymi osad
czynny. Nalezalo wiec przeanalizowaé, czy mikroflora osadu nie wydziela do podioza
substancji hamujacych wzrost szczepéw mogacych shizy¢ do aktywacji osadu czynnego.
Badaniom poddano wszystkie wyizolowane uprzednio szczepy mikroorganizmow. Analize
wykonano metoda krazkowa na plytkach Petriego. Po naniesienin krazkow wycietych z
hodowli szczepéw, wchodzacych w sklad naturalnej mikroflory osadu czynnego, na §wiezy
dywanowy posiew poszczegdlnych aktywnych drobnoustrojow i po okresie inkubacji, nie
zaobserwowano u wiekszosci szczepow, stref zahamowania ich wzrostu wokot krazka ze
szczepami osadowymi. U nielicznych tylko szczepéw obserwowano niewielkie strefy
zahamowania rzedu 2-10 mm. Swiadczy to o braku lub bardzo malych oddziatywaniach
antagonistycznych. Jedynie w przypadku siedmiu szczepéw obserwowano strefy
zahamowania wzrostu powyze] 10 mm ( 18mm-31mm ). Szczepy te nalezaly do
nastepujacych rodzajow: Corynebacterium 57, Bacillus 51, Micrococcus 55, Nocardia 29 i
43, Actinomyces 1 1 Rhodotolrula 50. Na tej podstawie uznano, ze szczepy te nie powinny
wchodzi¢c w sklad  szczepionek bakteryjnych poprawiajacych efektywnos¢ rozkladu
substancji zawartych w oleju napedowym metoda osadu czynnego.

Badania te umozliwily wybor szczepé6w wchodzacych w sktad szczepionki
mikrobiologiczne] zasilajacej osad czynny. Szczepionka zawierala wiec 26 szezepow
drobnoustrojow: cztery z rodzaju Bacillus 2, 12, 17 i 24; pie¢ z rodzaju Micrococcus 7, 30,
44,451 54; trzy z rodzaju Pseudomonas 13, 21, 56; dwa z rodzaju Alcaligenes 59 1 60; piec¢ z
rodzaju Corynebacterium 25, 26, 36, 37, 47; cztery z rodzaju Candida 18, 22, 33, 46 i trzy z
rodzaju Rhodotorula 4, 8 i 42. Wszystkie te szczepy namnazano na podlozach mineralnych z
rozprowadzonym na ich powierzchni filmem olejowym. Po uzyskaniu wzrostu zmywano
hodowle $ciekami syntetycznymi, trzykrotnie wirowano i ostatecznie zawieszano zawiesine
drobnoustrojow w 100 cm® $ciekéw i wprowadzano do osadu czynnego. Tak przygotowana
szczepionka zawierata okolo 500 mg suchej masy mikroorganizméw/dm® ( po okoto 20 mg
suchej masy/ dm® kazdego szczepu ).
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4.4. Hodowla osadéw czynnych oczyszczajacych scieki z
zawartoscia oleju napedowego

Osad czynny do badan nad biodegradacja oleju napedowego hodowano w ukladzie
strumienicowym weditug Gomotki [95]. Prowadzono hodowle trzech osadéw czynnych:

1. Osad konwencjonalny. wyhodowano stosujac jako zaszczep w komorze
napowietrzania niewielkie ilosci mikroorganizméw obecne w surowych $ciekach
komunalnych.
2. Osad zlozony z wyselekcjonowanych szczepéw zdolnych do rozkladu zwigzkdw
ropopochodnych, wyhodowano wprowadzajac do komory napowietrzania zawierajacej
1.5 dm * $ciekow syntetycznych przygotowang wczesniej szczepionke o objetosci 500 cm’
zawierajaca 2500 mg suchej masy aktywnych mikroorganizmow w 1dm’.
Osad doszczepiany powstal z osadu konwencjonalnego wzbogacanego, co siedem dni, w
szczepionke zlozona z wyselekcjonowanych szczepow zawierajaca 500 mg suchej masy
mikroorganizméw w 1 dm”>.

W)

W trakcie hodowli kontrolowano obraz makro- i mikroskopowy osadéw, przyrost ich
biomasy w leju Imhofa i przyrost zawartosci suchej masy. Hodowle osadéw prowadzono
przez 30 dni, tj. do momentu w ktérym zawarto$¢ biomasy w komorach aeracyjnych
osiagnela poziom 5000 mg s.m. / dm”.

W efekcie koncowym otrzymano trzy osady z ktdrych dwa- konwencjonalny i
doszczepiany niewiele sie réznily od siebie pod wzgledem makro- i mikroskopowym. Osad
konwencjonalny charakteryzowal sie brazowa barwa, dobra sedymentacja i zapachem
glebowym. Klaczki osadu byly typowe- dos$é¢ luzne ze skupiskami gabczastymi. Osad
doszczepiany byt jasniejszy, rowniez dobrze sedymentowat, posiadal jednak zapach glebowo-
olejowy i nieco opalizujaca ciecz nadosadowa. Klaczki osadu byly bardziej luzne. Na
podstawie analizy skiadu biologicznego tych osadéw stwierdzono w nich, obecnosé
wszystkich grup mikroorganizméw niezbednych w procesie biologicznego oczyszczania
Sciekdw. Charakteryzowaly sie obecnoscig licznych zooglealnych skupisk bakterii. Sposrod
pierwotniakow bardzo licznie wystepowaty orzeski osiadle z rodzaju Epistylis, tworzac w
polu widzenia duze kolonie, natomiast orzeski osiadie z rodzaju Opercularia wystgpowaty w
mniejszej ilosci. Sposrdd orzeskow petzajacych po klaczkach licznie byly obecne Euplotes a
sposrod orzeskdw wolnoptywajacych Lionotus i Colpidium. Oprécz powyzszych organizmow
w osadach sporadycznie mozna bylo spotkaé¢ korzeniondzki z rodzaju Arcella, nielicznie
drobne bezbarwne wiciowce i wrotki z rodzaju Rotatoria i Rotifer.

Natomiast osad czynny. hodowany z aktywnych szczepow drobnoustrojow, pod
wzgledem makroskopowym odznaczal sie barwa ruda, dobra sedymentacja i zapachem
olejowo- glebowym. Klaczki osadu byty drobniejsze, w poczatkowej fazie tworzenia osadu o
ksztalcie gwiazdzistym, bardziej rozprzestrzenione z wyraznie widocznymi kroplami oleju w
postaci kulistych form. Ciecz nadosadowa, tak jak w przypadku osadu doszczepianego lekko
opalizowala. Analiza mikroskopowa tego osadu ujawnila obecnos¢ licznych orzeskow
osiadtych z rodzaju Opercularia i Vorticella, orzeskdéw wolnoptywajacych z rodzaju Lionotus
1 Paramaecium, orzeskow petzajacych po klaczkach z rodzaju Euplotes, sporadycznej ilosci
wrotkdw z rodzaju Rotatoria i Rotifer oraz drobnych bezbarwnych wiciowcow.



4.5 Badanie aktywnosci dysymilacyjnej mikroflory osadu czynnego
i osadu czynnego doszczepionego, w obecnosci réznych stezen
oleju napedowego, metoda manometryczng Warburga.

W celu sprawdzenia, czy wyizolowane ze $rodowiska naturalnego szczepy aktywnych
drobnoustrojow beda mogly postuzyé jako mikrobiologiczne szczepionki w osadzie czynnym
poprawiajace skuteczno$¢ oczyszczania S$ciekow zaolejonych, zbadano intensywnosé
pobierania tlenu przez osad czynny w obecnosci tych drobnoustrojow oraz oleju napgdowego.
Aktywno$¢ dysymilacyjna tak przygotowanego osadu porownano z aktywnoscia
dysymilacyjng osadu konwencjonalnego w obecnosci tego samego substratu. Aby okresli¢
wplyw oleju napedowego na funkcje fizjologiczne komérek mikroflory osadu czynnego.
przygotowano dla jednego i drugiego osadu proby kontrolne zawierajace $cieki z dodatkiem
latwo przyswajalnego substratu w postaci bulionu. oraz préby na oddychanie endogenne
skiadajace si¢ jedynie z drobnoustrojéw osadu czynnego zawieszonych w $ciekach
syntetycznych pozbawionych zwigzkdw organicznych.

Wyniki badan respirometrycznych mikroflory osadu czynnego konwencjonalnego
oraz doszczepionego aktywnymi szczepami przedstawiono na rysunkach 14, 15,161 17.

Zardéwno jeden jak i drugi osad czynny hodowany z dodatkiem tatwo przyswajalnego
substratu, jako jedynego zrodla wegla i energii, charaktervzowal sie bardzo dobra
intensywnoscig pobierania tlenu. Wprowadzenie do osadéw czynnych jedynie oleju
napedowego spowodowalo wyrazny spadek aktywnosci dysymilacyjnej mikroflory.

W przypadku stosowania osadu czynnego konwencjonalnego (rys. 14 i 15) spadek ten
byt wvrazme]szy zwlaszcza w naczynkach zawierajacych 600 1 800 mg oleju
napqdowes_o/dm (rys.15). W przypadku gdy st¢zenie oleju wynosito 800 mg/dm wartos$ci
zuzycia tlenu oscylowaly wokot aktywnoscei dysymilacyjnych dla proby endogennej. Pozwala
to na przypuszczenie, ze w tym przypadku badane weglowodory nie byly wykorzystywane
jako zrodlo energii i wegla, lecz organizmy osadu czynnego Kkorzystaly z wiasnych
wewnatrzkomorkowych substratow.

W drugiej serii badano wptyw oleju napedowego na osad doszczepiony aktywnymi
szczepami., wyizolowanymi ze $rodowisk skazonych substancjami ropopochodnymi. Wyniki
tych badan przedstawiono na rysunkach 16 1 17. W tym przypadku osad czynny wy kazy\xal
bardzo dobra intensywno$é pobierania tlenu gdy stezenie oleju wynosito 200 mO/dm
Wartosci pobierania tlenu wyraznie oscylowaly wokét aktywnosei dysymilacyjne;
mikroorganizméw osadu z latwo przyswajalnym zrodiem wegla. Réwniez w przypadku
stezenia 400 mg oleju / dm® w naczynkach manometrycznych aktywnosé dysymilacyjna tak
przygotowanego osadu niewiele odbiegala od wartosci aktywnosci kontrolnej (rys.16).
Wyrazny spadek aktywnosci dysymilacyjnej zauwazy¢ jedynie mozna w przypadku dodania
do osadu oleju napgdowego w stezeniu 600 i 800 mg / dm?® (rys.17). Spadek ten byl jednak
duzo mniejszy w poréwnaniu do poprzedniej serii badan w ktorej obecny byt osad czynny
konwencjonalny. Obecnosé oleju napgdowego w stezeniu 800 mg / dm® nie miala takze
toksycznego dzialania na osad doszczepiony aktywnymi szczepami, jak to mialo miejsce w
poprzedniej serii badan.

Przeprowadzone badania respirometryczne osadéw czynnych wykazaly wiec
korzystny wplyw szczepionki mikrobiologicznej, zlozonej z aktywnych wobec oleju
napedowego szczepow drobnoustrojéw, na aktywnos$é¢ dysymilacyjng mikroflory osadu
czynnego oczyszczajacego scieki zaolejone. Zauwazono bowiem wyrazny wzrost pobierania
tlenu w przypadku osadu doszczepionego w stosunku do osadu pozbawmneoo aktywnych
szczepow. W przypadku nizszych stezen oleju, rzgdu 200 1 400 mg /dm’ , pobieranie tlenu dla
takiego osadu bylo nawet poréwnywalne z pobieraniem tlenu w obecnosc1 latwo dostepnego
substratu.

54



Uzyskane wyniki badafn pozwalaja na przypuszczenie, ze wyizolowane ze srodowisk
zatrutych mikroorganizmy, moga poshizy¢é do przygotowania szczepionki aktywizujacej
wyraznie, proces biodegradacji oleju napedowego.

Rys.14 Intensvwnos$é wykorzystywania tlenu przez osad czynny w

obecnosci 200 i 400 mg oleju napedowego/dm3, jako jedynego zrédia
weala i eneraii
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Il. Ocena postepu biodegradaciji oleju napedowego metoda osadu
czynnego

Po wyhodowaniu odpowiedniej ilosci osadow czynnych, co opisano w pkt. 4.4.,
przystapiono do badan polegajacych na obserwacji procesu oczyszczania Sciekow
zawierajacych olej napedowy przez te osady. Badania prowadzono w ukladzie
strumienicowym na $ciekach syntetycznych w czterech seriach rdzniacych si¢ obciazeniem
osadéw czynnych ladunkiem zanieczyszczen weglowodorowych. Do pierwszej komory
wprowadzono osad czynny konwencjonalny (kontrolny), do drugiej osad czynny
wyhodowany wylacznie z aktywnych szczepow drobnoustrojow a do trzeciej osad czynny
doszczepiany (rysunek 18). Na poczatku kazdej serii badan w komorach znajdowato si¢ okoto
5000 mg suchej masy osadu czynnego w 1¢m’ co odpowiadalo stezeniu biomasy od 280 do
330 cm’/dm’ w leju Imhofa. Jedynie w komorze trzeciej ilos¢ suchej masy osadu wynosila
4500 mg/dm’® poniewaz reszte stanowil zaszczep zywych drobnoustrojéw. ktérych ilogé w
przeliczeniu na suchg mase wynosita 500 mg/dm’. Ponadto, w trakcie trwania eksperymentu,
co 7 dni, do tej komory dodawano szczepionke, ktérej przygotowanie opisano w punktach 3.8
i 4.3, wilosci 500 mg s.m. / dm® drobnoustrojow.

Rysunek 18. Sklad komér napowietrzania

Komora | Komora I Komora 111

-Osad czynny-

-Osad czynny- -Osad czynny wyhodowany | |-doszczepiany - O.II1.
konwencjonalny z aktywnych szczepow (4500 mg s.m./dm:‘)
(kontrolny) - O.1. ) mikroorganizmow —AO.II.

(5000 mg S.m. / dm") (5000 mg S.m. / dm") -Zaszczep bakteryjn_\r co 7

, ) dni (500 mg s.m./dm”)
-Scieki syntetyczne z olejem | |-Scieki syntetyczne z olejem
napgdowym napedowym -Scieki syntetyczne z olejem
napedowym

W procesie ciaglvym oczyszczania sciekow z zawartoscig oleju napedowego zastosowano
nastepujace parametry technologiczne:
- pojemno$é komor 500 em’
- pojemnos¢ osadnikéw wiornych 1500 em?®
- natezenie przeplywu sciekow 1200 cm’/d
- czas zatrzymania sciekdw w komorach napowietrzania 10 godzin
- stopien recyrkulacji — w sposéb ciagly
- temperatura procesu 20-23°C
- napowietrzanie pompami perystaltycznymi
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4.6. Makro- i mikroskopowa charakterystyka osadéw czynnych
podczas procesu biodegradacji oleju napedowego

W kazdej z czterech serii badan, nad biodegradacja oleju napedowego, prowadzono
obserwacje makro- i mikroskopowe osadow czynnych. Stwierdzono, iz niezaleznie od stopnia
i sposobu obciazenia osadéw tadunkiem zanieczyszczen olejowych, ich obraz makro- i
mikroskopowy ulegal podobnym zmianom. I tak, parametry te dla osadéw w komorze I-
kontrolnej i I1I- doszczepianej podczas dozowania $ciekéw z olejem napgdowym zmieniatly
si¢ podobnie. Zmienila si¢ barwa osadow na ciemniejszg. Zapach osadéw byl
charakterystyczny - olejowy. Sedymentowaly dobrze. Klaczki osadéw zmienily si¢ na
bardziej zbite. lopatowato zakonczone z wyraznym potyskujacym zarysem. Wraz ze
zwiekszajacym si¢ stezeniem oleju napedowego. obserwowano zmniejszajaca si¢ ilosé
orzeskow wolnoplywajgcych, osiadlych i pojawiajaca si¢ niewielkg liczbe form nitkowatych
bakterii. Natomiast barwa osadow w komorze Il-bakteryjnej przez caly czas byla
jasnobrazowa, klaczki osadu stawaly sie coraz bardziej luzniejsze niz na poczatku badan oraz
pogarszaty sie jego zdolnosci sedymentacyjne. Obraz mikroskopowy pozwolil na
stwierdzenie zmniejszonej liczby orzeskéw wolnoptywajacych 1 osiadlych tego osadu,
natomiast stale obserwowano wzrost liczebnosci drobnych wiciowcéw i wrotkéw oraz
pojawiajace sie bakterie nitkowate. Pod koniec doswiadczenia we wszystkich komorach do
ktorych dozowano olej napedowy brak bylo orzeskow osiadtych, natomiast mala liczebnos¢
pozostalych organizméw sprawila iz we wszystkich komorach uzyskano biocenozy
bakteryjne i bakteryjno-wrotkowe. Scieki odprowadzane z komdr napowietrzania I i 111 byly
przejrzyste przez caly czas trwania eksperymentu. Scieki odptywajace z komory II, wraz ze
wzrostem stezenia oleju, stawaly sie coraz metniejsze. Scieki odprowadzane z komér, do
ktorych byl dozowany olej napedowy mialy barwe lekko zotta, czasem opalizujaca, zwlaszcza
w komorze I1I- doszczepianej. Nie zauwazono rdwniez metnienia badz pienienia si¢ Sciekow
odprowadzanych z tej komory.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze dozowanie oleju napedowego do komor z
osadem czynnym powodowalo wyrazne zlepianie kiaczkdéw osadu. spowodowane adsorpcja
kropel oleju napgdowego na powierzchni ktaczkéw. Ponadto obserwowano takze zmiany
ilosciowe 1 jakosciowe w skiadzie gatunkowym osaddéw czynnych. zwlaszcza w najbardziej
wrazliwej na zawartosé¢ oleju populacji orzeskow. W koncowym efekcie we wszystkich
komorach uzyskiwano biocenozy bakteryjne i bakteryjno-wrotkowe.
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4.7. Osad czynny niskoobcigzony- wyniki pierwszej serii badan

W pierwszej serii porownywano efektywnosé biologicznego rozkladu $ciekdéw
zawierajacych olej napedowy przez osad czynny konwencjonalny, osad czynny wyhodowany
od podstaw z aktywnych szczepow i przez osad czynny doszczepiany. W trakcie tych badan
do komor napowietrzania dozowano $cieki syntetyczne zawierajace najpierw 200 mg oleju
napc;dowego/d1n3, a nastepnie od 22 dnia badan 400 mg oleju napqdowego/dma.

4.7.1. Charakterystyka parametréw biotechnologicznych osadéw czynnych

Wyniki badan biotechnologicznych osadéw czynnych znajdujg si¢ w tabeli 9.
Parametry te. w poszczegdlnych komorach, utrzymywaly si¢ mniej wigcej na stalym poziomie
przez caty okres procesu oczyszczania $ciekdw zaolejonych.

Wyjsciowy indeks osadovx zostal ustalony na poziomie 56,0 cm 3/g co odpowiadato
objetosci osadow 280 em’/dm’ i zawartodci suchej masy 5,0 Q/dm

W pierwszej komorze zawarto$¢ suchej masy osadu czynnego wahata si¢ od 4,1 do 5.4
g/dm’, objetos¢ osadu czynnego po 0,5 godzinnej sedymentacji w leju Imhoffa wynosita 280-
410 cm’/dm® a indeks objetosciowy zmieniat si¢ od 56,0 do 91,1 cm /L W druolej komorze
analogiczne wartosci wahaly si¢ nastepujaco: 4.0- 3 5¢gsm. /dm 260-450 cm 3dm’® i 54.9-
83.1 cm /g Dla komory trzeciej: 5,0-6,3 g s.m. /dm?, 260-370 cm*/dm? i 51,0-66,0 cm/g.

Obciazenie osadow czynnych }adunkxem BZTD zmieniato si¢: dla I komory od 0,025
do 0.041mg O,/mg s.m./d, dla II komory od 0.024 do 0.042 O,/mg s.m./d i dla III komory od
0.021 do 0.03 O»/mg s.m./d. Natomiast obciazenie osadow zwiazkami olejowymi zmienialo
si¢ w granicach: dla I komory od 0,04 do 0.093 mg/mg s.m./d., dla II komory od 0,038 do 0,1
mg/mg s.m./d. i dla II] komory od 0,033 do 0.068 mg/mg s.m./d.

Odptywy z komor napowietrzania posiadaly odczyn alkaliczny w granicach 7.3-8.1.

Zawartos¢ tlenu w komorach wahata sie w granicach 2.8-3.2 mg O,/dm’.

4.7.2. Ocena postepu procesu biodegradacji oleju napedowego

W tabeli 10 przedstawiono wyniki badan nad ubytkiem oleju napedowego uzyskane
metoda wagowa (metoda ekstraktu eterowego) oraz za pomoca ilosciowych badan
chromatograficznych i1 ogdlnego wegla organicznego.

Wyniki badan nad wykorzystaniem substancji zawartych w oleju napgedowym
wykonane metoda ekstraktu eterowego wskazuja na bardzo wysokie usuwanie zanieczyszczen
weglowodorowych przez wszystkie trzy rodzaje osadu czynnego wynoszace $rednio dla
osadu I- 82.2%. dla osadu II- 90.1% i dla osadu III- 92.2%. W przypadku tych badan
zauwazalne bylo przejsciowe pogorszenie oczyszczania w momencie zwigkszenia stgzenia
oleju napedowego w $ciekach surowych okolo 22 dnia. Poczawszy jednak od 25 doby ubytek
substancji olejowych byl coraz wiekszy. W 42 dobie trwania procesu oczyszczania usuwanie
skladnikow oleju napedowego wyniosto 84.1% dla komory I, 90.4 % dla komory Il 1 96,1 %
dla komory III.

Bardzo podobnie przedstawiaja sie wyniki badan chromatograficznych. Badania te
przeprowadzono w 3. 8. 14. 19, 25, 31 i 38 dobie trwania procesu. W 19 dobie zauwazalna
byvla wieksza skutecznos¢ rozkladu oleju niz w 25 dobie. Rdéznica ta na pewno byla takze
spowodowana zwigkszeniem stezenia oleju napqdowego w Sciekach surowych. Poczawszy
jednak od 31 doby ubytek oleju napedowego ponownie zaczal wzrastac. Srednio stopien
usuwania skiadnikow oleju napedowego w przypadku tych badan wynosit 79,9% dla komory
I, 92,6 % dla komory I11 93,7 % dla komory III.
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Tak samo przedstawiajg sie wyniki usuwania zanieczyszczen olejowych mierzone
ubytkiem ogdlnego wegla organicznego. Ubytek ten wynosit érednio dla komory I —89,1%,
dla komory II- 92,3, natomiast dla komory 111-92,7%.

W tabeli 9 1 na rysunkach 19 i 20 przedstawiono wyniki dotyczace zawartosci
zanieczyszczen organicznych w $ciekach dozowanych do ukiadu i oczyszczonych obliczone
na podstawie badan BZTs i ChZT. Tabela 11 przedstawia natomiast te same wyniki w
procentach. Najwieksze obnizenie wartosci BZTs i ChZT uzyskano w komorze II 1 III
natomiast w komorze I stopien usuwania zanieczyszczen byl wyraznie nizszy. Zauwazono
takze zalezno$¢ pomiedzy stopniem usuwania zanieczyszczen a stgzeniem oleju napedowego
w $ciekach syntetycznych. W momencie gdy do komér zaczeto dozowac scieki zawierajace
400 mg zwiazkow weglowodorowych w dm’ (22 dzien eksperymentu) efektywnos¢
oczyszczania pogorszyla sie, zwlaszcza w komorze I.

Sredni stopieh usuwania zanieczyszczen olejowych mierzony na podstawie badan
BZTs . w pierwszej serii badan, dla komory I wynosit 52,8 %, dla komory II 78.5% a dla
komory IIl 80.5%. Doszczepienie osadu czynnego aktywnymi szczepami poprawito
efektywnos¢ oczyszczania $ciekow o 27,7% w stosunku do osadu konwencjonalnego.
Natomiast osad wyhodowany z aktywnych szczepdw oczyszczal lepiej niz osad kontrolny
$cieki zaolejone o okoto 25.7%.

W przypadku badan ChZT, sredni stopien usuwania oleju napedowego w ciagu catego
eksperymentu wynosil dla I komory 32,3%. dla komory II 66,5% a dla komory III 66.9.
Efektywnos$¢ usuwania zanieczyszczen olejowych poprawila si¢ wigc o okolo 34.6% dla
osadu doszczepionego i o okoto 34,2 dla osadu wyhodowanego z aktywnych szczepow, w
stosunku do osadu konwencjonalnego.

Analize jakosciowa produktéw pobiodegradacyjnych przeprowadzono na podstawie
badan chromatografii gazowej i cieczowej po 14, 251 38 dobie badan.

W obrazach chromatografii gazowej i cieczowej pochodzacych z odpltywow ze
wszystkich komér widoczny byl ubytek, w stosunku do wzorcowej préby oleju napedowego,
weglowodoréw  Ce-Cjo  (lekkie skiadniki frakcji oleju) oraz lekkich weglowodorow
aromatycznych (BTX). Miato to za pewnie zwiazek z usuwaniem z hodowli lotnych frakeji
naftowych na skutek napowietrzania prob. Zostalo to potwierdzone w badaniach oceny
stopnia chemooksydacji. Niebiologiczny ubytek oleju napedowego wynosit ok. 8%.

Na podstawie badan chromatograficznych stwierdzono ze. w poczatkowym okresie,
gdy do komor dozowano mniejsza ilo$é oleju napedowego, 200 mg/dm’, w odplywach z
komory II i Il zauwazalne bylo wyrazne zmniejszenie spektréw sygnatdw w zakresie
weglowodoréw C,-Cyy oraz duze zmniejszenie i rozmycie sygnalow w catlym zakresie
retencji struktur aromatycznych. W odptywach z komory I réwniez zauwazalne byly te same
zmiany jakosciowe lecz intensywnos$é sygnaléw byla o wiele wigksza. W momencie gdy do
komor zaczgto dozowaé wieksza ilo$¢ oleju napedowego, 400 mg/dm°, zauwazono w
odplywach zwigkszenie spektrow sygnalow w zakresie retencji weglowodorow Ci,-Cy4 oraz
charakterystyczne maksima dla grup lzejszych weglowodoréw aromatycznych. Pod koniec
badan obserwowano ponownie, w odptywach ze wszystkich komoér, mniejsze sygnaty w
zakresie retencji weglowodoréw C),-C,4 oraz duze zmniejszenie i rozmycie sygnalow w
zakresie retencji zwiazkdéw aromatycznych w porownaniu do analogicznych sygnalow
pochodzacych od oleju napedowego w $ciekach surowych (rysunek 21, 22, 23 1 24). Wyniki
te wskazuja na podobng efektywno$¢ w usuwaniu oleju napedowego ze SciekOw przez
wszystkie badane osady.

60



Tabela 9. Parametry biotechnologiczne stosowane podczas biodegradacji oleju napedowego przez osad czynny ( 1 seria ).

Parametr Numer komory DNI:
I 3 S 8 11 14 16 19 22 25 28 31 35 38 40 42
Objetos¢ osadu po 0,5 godzinnej ! 280 300 300 310 315 360 360 | 370 390 350 410 | 300 320 340 330 340
sedymentacji w leju Imhoffa 2 280 280 290 335 320 360 360 360 450 450 410 310 300 270 280 260
cm/dm® 3 280 260 300 330 330 320 320 320 350 330 360 320 326 350 355 370
Sucha masa I 5.0 4.5 4.1 4.6 4.3 4.4 4.3 4,7 44 4.3 4.5 5.1 5.4 5.3 5.2 5.3
g/dm’ 2 5.0 5.1 4.6 4.8 5.2 5.0 5.2 5.1 5.5 5.4 5.2 43 42 4.2 4.0 4,0
3 5.0 5.1 5.2 5.6 5.0 5.4 6.0 5.7 5.9 6.3 6.1 5.9 6,1 5.9 6,0 6.1
Indeks osadu I 56.0 66.7 73.2 67.4 733 81.8 83.7 78.7 88.6 81.4 91.1 58.8 59.3 64,2 63.5 64.2
cm/g 2 56.0 | 549 | 674 | 698 | 61.5 | 720 | 692 | 70.6 | 82.4 | 83.1 787 | 728 | 719 | 63,7 | 70,0 | 65.0
3 56.0 | 51.0 | 57.7 | 589 | 66.0 | 593 | 533 | 56,0 | 59.8 | 523 | 59,0 | 542 | 533 | 594 | 592 | 60,7
BZT; $ciekéw surowych 123 176
mgO,/dm’
BZTs §ciekow oczyszczonych I 54 59 62 67 68 67 65 63 72 92 94 81 69 68 66 66
mgO,/dm’ 2 27 31 28 25 26 28 24 27 41 34 31 34 36 37 39 43
3 30 27 31 28 27 25 26 25 35 39 25 27 26 25 26 27
Obcigzenie osadu ladunkiem BZT; 1 0.025 | 0.027 | 0,03 | 0.027 | 0.029 | 0,028 | 0.028 | 0,026 | 0.04 | 0.041 | 0,039 | 0,035 | 0.033 | 0.033 | 0,034 | 0,033
mg O,/ mgs.m./d 2 0.025 | 0.024 | 0.027 | 0.026 | 0,024 | 0.025 | 0.024 | 0,024 | 0.032 | 0.033 | 0.034 | 0.041 | 0.042 | 0.042 | 0.044 | 0,044
3 0.025 | 0.024 | 0.024 | 0,022 | 0,025 | 0.023 | 0.021 | 0.022 | 0.033 | 0.028 | 0.029 | 0.03 | 0,029 | 0.03 | 0,029 | 0,029
Obcigzenie osadu zwigzkami olejowymi 1 0.04 | 0,044 | 0.049 | 0,043 | 0.047 | 0.045 | 0.047 | 0.043 | 0.091 | 0,093 | 0.089 | 0,078 | 0,074 | 0.075 | 0.077 | 0,075
mg oleju napgdowego / mg s.m./ d 2 0.04 | 0.039 | 0.043 | 0,042 | 0.038 | 0,04 | 0.038 | 0.039 | 0.073 | 0.074 | 0.077 | 0,093 | 0,095 | 0.095 | 0,1 0,1
3 0.04 | 0.039 { 0.038 | 0.036 | 0.04 | 0,037 | 0.033 | 0,035 | 0.068 | 0.063 | 0.066 | 0.068 | 0,066 | 0.068 | 0,067 | 0.066
ChZT $ciekow surowych 205 293
mg/dm’
ChZT S$ciek6w oczyszezonych 1 125 131 138 142 145 147 145 143 198 208 205 195 190 191 193 197
mg/dm’ 2 74 74 71 70 65 64 62 60 112 110 101 94 95 96 94 97
3 7 61 82 79 75 76 74 72 109 105 102 80 76 74 76 73
Odczyn $cickow odplywajgcych | 7.5 7.5 7.6 7.8 8.0 7.8 7.7 7.5 7.8 7.8 7.7 7.5 7,6 7.7 7,6 7.6
2 15 7.6 7.5 1.5 7.7 7.6 7.5 7,5 7.6 21 7.8 7.8 8,0 8.1 8.0 8.0
3 7.5 7.4 7.5 7.5 7.6 7,6 7.5 -3 759 7.6 7.5 7,6 7.6 7.5 7,9 7,5
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Tabela 10. Réznice w usuwaniu oleju napedowego, micrzone na podstawie badan ekstraktu eterowego, chromatografii gazowej i
ogolnego wegla organicznego, przez osad czynny (O.I), przez osad czynny wyhodowany z aktywnych szczepéw od podstaw (O.1I)
i przez osad czynny doszczepiany aktywnymi szezepami (O.III) (1 seria).

Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan :
Ekstraktu eterowego Chromatografii gazowej OoOwWoO
Dni | 0.I |01 [0.IIT |Réznica | Réznica |0.1 0.1T | 0.III  |Ro6znica | Réznica | 0.1 0.11 0.ITT | Roéznica Roéznica
0.11-0.1 | 0.111-0.1 0.11-0.1 | 0.111-0.1 0.11-0.1 0.111-0.X
1 82,4195,7] 93,2 13,3 10.8 - - - - - - - - - -
3 [80.7]93,1] 90,7 12.4 10,0 86,2 | 97.9 | 993 11,7 13,1 93,3 95,3 | 949 2,0 1,6
5 179,2192,0] 92,1 12,8 12,9 - - - - - - - - - -
8 |[80,4(95,7] 94.2 15,3 13.8 85.6 | 96,7 | 97,9 11,1 12,3 87,4 91,2 | 904 3,8 3,0
11 [83,7]90,3| 90,8 6,6 7,1 - - - - - - - - - -
14 187.2]91,2| 97,1 4,0 9.9 87.8 1 96,0 | 954 8,2 7,6 90,1 92,7 | 91,3 2,6 1,2
16 [89.1]90,4| 90,2 1,3 1,1 - - - - - - - - - -
19 187,2193,1] 95,6 5.9 8.4 854 | 93,2 | 92,1 7,8 6,7 90,3 97,2 | 95,7 6,9 5,4
22 |71,4180,2] 85,4 8.8 14,0 - - - - - - - - - -
25 754|793 85,7 3,9 10,3 71,2 | 87,1 | 904 15,9 19,2 87,3 90,1 94,1 2.8 6,8
28 [75,0/81,4| 89,0 6,4 14,0 - - - - - - - - - -
31 |79.4(94,7] 95.2 15,3 15,8 69,5 | 89,2 | 91,2 19,7 21,7 LW 90,0 | 92,1 4,8 6,9
35 [87,1(90,7] 93.1 3.6 6,0 - - - - - - - - - -
38 |85,2|91.2] 92,7 6,0 7,5 73,4 | 88,1 | 89,7 14,7 16,3 90,3 89,3 | 90,4 n.m.p. 0,1
40 [87.3192,1| 94,2 4.8 6,9 - - - - - - - - - -
42 |84,1(90,4] 96,1 6,3 12,0 - - - - - - - - - -
Sred. [82,2{90,1] 92,2 1,9 10,0 79,9 | 92,6 | 93,7 12,7 13,8 89,1 92,3 | 92,7 3,2 3,6

n.m.p.- nic mozna policzy¢
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Tabela 11. Réznice w usuwaniu oleju napedowego, mierzone na podstawie badan BZT5s i
ChZT, przez osad czynny (0.I), przez osad czynny wyhodowany z aktywnych szczepéw od
podstaw (0.II) i przez osad czynny doszczepiany aktywnymi szczepami (0.III) ( 1 seria ).

Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan:

BZTs5 ChZT
0. [0.II] 0.1II | Réznica |Réznica| O.I | 0.II | 0.IIT | Roznica Réznica
0.I1-0.1 | 0.11I-0.I 0.11-0.1 0.I11-0.1
1 56,1 |78.0| 75,6 21.9 19,5 39,0 | 63.9 | 61,5 249 22,5
3 52,0 |74.8| 78.0 22.8 26,0 36,1 | 63,9 | 70,2 27.8 34,1
5 496 |77.2| 74,8 27.6 25,2 32.7 | 65.4 | 60.0 32,7 273
8 45,5 (79,7 77,2 34,2 31,7 30,7 | 65,9 | 61.5 35,2 30.8
11 | 44,7 |78.9| 78,0 34.2 33,3 28,3 | 683 | 63.4 39,0 34.1
14 | 45,5 |77.2| 79,7 31.7 34,2 28,3 | 68,9 | 62,9 40,6 34,6
16 | 47,2 |80.5| 78.9 33.3 31,7 29.3 | 69,8 | 63.8 40,5 34,6
19 | 48,8 |78.0] 79.7 29,2 30,9 30,2 | 70,7 | 64.9 40,5 34,7
22 | 59,1 76,7 80.1 17.6 21,0 324 | 61,7 | 62.8 29.3 30,4
25 | 48.0 |80.7| 78,0 32.7 30,0 29.0 | 62,5 | 64.2 33.5 35,2
28 | 46.6 [82.4]| 85.8 35.8 39,2 30,0 | 65,5 | 65,2 35,5 35,2
31 54,0 [80.7| 84.7 26,7 30,7 334 | 67,9 | 72,6 34,5 39,2
35 | 60.8 {79.5| 85.2 18.7 244 352 | 67.6 | 74.1 32.4 39,5
38 | 61.4 |79.0| 85.8 17.6 24,4 348 | 67.2 | 74,7 32,4 39.9
40 | 62,5 |77.8| 85.2 15,3 22.7 34,1 | 67.9 | 74,1 33.8 40,0
42 | 62,5 [75.6| 84,7 13,1 22,2 32,8 | 66,9 | 75.1 34,1 423
Sred. | 52,8 [78,5]| 80,5 25,7 27,7 | 32,3 | 66,5 | 66,9 34,2 34,6




BZT5 [mg02/dm3]

ChZT [mg/dm3]

Rys 19. Wartosci BZT5 w przebiegu procesu biodegradacji oleju
napedoweao przez badane osady czynne (1 seria)
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Rys 20. Wartoéci ChZT w przebiegu procesu biodegradaciji oleju napedowego
przez badane osady czynne (1 seria)
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j oleju napedowego

i gazowej i cieczowe

Rysunek 21. Wyniki badan chromatografi
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Rysunek 22. Chromatografia gazowa i cieczowa odpltywoéw z komory I po 14,251 38 dniach
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Rysunek 23. Chromatografia
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4.7.3. Wyniki badan enzymatycznych

Wyniki badan nad aktywnos$cia enzymatyczng biomasy osadu czynnego
przedstawiono na rysunkach 25, 26, 27 1 28. Zaréwno wartosci aktywnosci dehydrogenazowe]
(rysunek 25 1 26) jak i aktywnos$ci esterazowej (rysunek 27 i 28) byly najwigksze dla osadu
wyhodowanego z aktywnych szczepdw mikroorganizmow od podstaw na poczatku trwania
eksperymentu. Nieznacznie nizszym poziomem aktywnosci enzymatycznej odznaczal si¢
osad doszczepiany. natomiast aktywnos$¢ enzymatyczna osadu konwencjonalnego byla nizsza
od pozostalych. Z zamieszczonych rysunkéw widaé iz, w trakcie oczyszczania Sciekow z
zawartos$cig oleju napedowego, przebieg krzywych dla obu aktywnosci w przypadku osadu
wyhodowanego z aktywnych drobnoustrojow (komora II) i osadu doszczepianego (komora
III) byl podobny. Wartosci aktywnosci enzymatycznej dla tych osadéw systematycznie
wzrastaly do 21 dnia procesu oczyszczania, po tym czasie obserwowano nieznaczny spadek
aktywnosci a nastepnie okolo 22-28 dnia ponowny ich wzrost. Bylo to zwiazane z
pojawieniem sie w S$ciekach wiekszego stezenia oleju napgdowego. Po tym czasie
obserwowano wigksze wartosci aktywnosci enzymatycznych dla osadu czynnego
doszczepionego w stosunku do osadu czynnego wyhodowanego od podstaw. Najnizsza
aktywnos$¢ enzymatyczng obserwowano w komorze pierwszej zawierajacej osad
konwencjonalny. W pierwszym okresie trwania eksperymentu widoczny byt spadek zaréwno
aktywnosci dehydrogenazowej jak i aktywnosci esterazowej tego osadu. Okolo 8-11 dnia
zaobserwowano ich nieznaczny wzrost utrzymujacy sie do konca badan z wyjatkiem okresu w
ktérym zaczeto do komory dozowaé wieksze stezenie oleju napgdowego.

Wartosci aktywnoscei dehydrogenazowej, w tej serii badan, w przeliczeniu na sucha
mase osadu czynnego (rys.25) zmienialy sie w granicach: dla komory I od 9,5 do 27 uM TF/g
s.m., dla komory 1l od 35 do 40 uM TF/g s.m. i dla komory III od 28 do 42 pM TF/g s.m..

Natomiast wartosci aktywnosci dehydrogenazowej w przeliczeniu na zawarto$¢ biatka
w biomasie osadu czynnego (rys.26) zmienialy sie w granicach: dla komory I od 13 do 21 uM
TF/mg. dla komory Il od 21 do 36 uM TF/mg i dla komory III od 19,7 do 39 uM TF/mg.

Wartos$ci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na sucha mas¢ (rys.27) zmieniaty sie
w granicach: dla komory I od 0.5 do 1,6 pg fluoresceiny/mg s.m.. dla komory Il od 1,4 do 2,7
ng fluoresceiny/mg s.m. i dla komory 11l od 1.2 do 2.96 ng fluoresceiny/mg s.m.

Natomiast wartosci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na zawarto$¢ biatka
(rys.28) zmienialy sie w granicach: dla komory I od 2,99 do 10.9 ng fluoresceiny/mg, dla
komory II od 3.7 do 26,5 pg fluoresceiny/mg i dla komory III od 3.35 do 34,5 pg
fluoresceiny/mg.
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Rys 26. Zmiany aktywnos$ci dehydrogenazowej
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Rys 27. Zmiany aktywnosci esterazowej osadow
czynnych w przeliczeniu na sucha mase
(1 seria).
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Rys 28. Zmiany aktywnoS$ci esterazowej w przeliczeniu na
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4.7.4. Liczebno§¢ bakterii rozkladajacych weglowodory w esadach czynnych i bakterii
wolnoplywajacych w Sciekach oczyszczonych

Miano bakterii rozk}adajqcych olej napedowy, w osadzie czynnym, utrzymywalo sie
mnie] wiece] na tym samym poziomie we wszystkich komorach w cza51e trwama badan.
Najwigksze rzedu 10 - 107 dla osadu w komorze trzeciej, nastepnie 107-10® dla osadu w
komorze drugiej i 10” dla osadu konwencjonalnego w komorze pierwszej.

Wyniki badan ogoélnej liczby bakterii w odplywach ze wszystkich komor.
zamieszczono na rysunku 29. W odplywie z komory trzeciej obserwowano najwigksza liczbe
bakterii wolnoptywajacych. Jednakze w miare uplywu czasu liczba ich spadata. W odplywach
z tej komory zauwazono takze duze wahania liczby bakterii zwigzane z wprowadzaniem do
niej szczepionki bakteryjnej. W odp{ywach z pozostaltych komoér liczba bakterii
wolnop%ywa}qcych utrzymywala si¢ na mme] wiecej stalym pozmmle Ogdlna liczba bakterii
w odplywie z pierwszej komory wahata si¢ od 102 do 920 w lecm °. W odp&yww z drugiej
komory od 273 do 1070 a w odplywie z komory trzeciej od 950 do 3500 w lcm 3 sciekow
oczyszczonych.

Rys 29. Zmiany ogélnej liczby bakterii
wolnoplywajacych w odplywach z poszczegélnych

komoér w 1 em3 ( 1 seria).
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Podsumowujac, ta serig, nalezy stwierdzi¢, iz w przypadku dozowania do komor
napowietrzania oleju napedowego w stezeniu 200 mg/dm’ a nastepnie od 22 dnia w stezeniu
400 mg/dm’, obserwowano bardzo podobne efekty oczyszczania w przypadku osadu
doszczepianego i wyhodowanego z aktywnych szczepéw. Na poczatku badan osad
wyhodowany od podstaw odznaczal sie¢ nieco lepszymi efektami w biodegradacji oleju
napedowego lecz w miare uplywu czasu sytuacja odwrdcita sie i troche lepsze efekty
obserwowano dla osadu doszczepianego. Sredni stopien usuwania zanieczyszczen obliczony
na podstawie badan pigciu parametrow (obnizenia wartosci BZTs 1 ChZT, badan ekstraktu
eterowego, chromatografii gazowej 1 OWO) potwierdza te obserwacje (tabela 22). Osad
doszczepiany w komorze III usuwal zanieczyszczenia ze S$rednig skutecznoscig 85,2%,
natomiast osad wyhodowany z aktywnych drobnoustrojow w komorze II ze $rednig
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skutecznoscig 84%. Najmniejszg Srednig skutecznoscia odznaczat si¢ osad konwencjonalny w
komorze 1. Wynosita ona 67.3%. Potwierdzeniem tego byla réwniez aktywnosé
enzymatyczna stosowanych osadéw czynnych, ktéra byta znacznie wyzsza w osadzie II i III
w pordéwnaniu do osadu I. Natomiast niekorzystnym objawem byta utrzymujaca si¢ duza
liczebnos¢ bakterii wolnoptywajacych w odplywie $ciekéw z komory III z osadem
doszczepianym.

4.8. Osad czynny srednioobcigzony- wyniki drugiej serii badan

W drugiej serii  pordwnywano efektywno$¢ biologicznego rozkiadu $ciekow
zawierajacych olej napedowy przez osad czynny konwencjonalny, osad czynny wyhodowany
od podstaw z aktywnych szczepow i przez osad czynny doszczepiany. W trakcie tych badan
do komdr napowietrzania dozowano $cieki syntetyczne zawierajace poczatkowo 600 mg oleju
napedowego /dm”, od 22 dnia badan 800 mg oleju napedowego /dm’, a nastepnie od 43 dnia
badan 1000 mg oleju napedowego /dm®.

4.8.1. Charakterystyka parametréw biotechnologicznych osadéw czynnych

Parametry biotechnologiczne osadéw czynnych w poszczegolnych komorach
przedstawiono w tabeli 12.

Wyjsciowy indeks osadow zostal ustalonv na poziomie 61,0-65.9 cm 3/g co
odpowiadato objetosci osadow 300-330 cm 3/dm’ i zawartosci suchej masy 4.9-5.1 g/dm’. W
trakcie badan stwierdzono najwiekszy wzrost indeksu objetosciowego przy Jednoczesnym
spadku zawartosci biomasy w przypadku osadu wyhodowanego z aktywnych szczepow
zwlaszcza gdy stezenie oleju napedowego w $ciekach wynosito 1000 mO/dm Osad
konwencjonalny charakteryzowatl sie niewielkim spadkiem biomasy i wzrostem indeksu
objetosciowego. natomiast parametry te dla osadu doszczepianego utrzymywaly si¢ mniej
wigcej na stalym poziomie.

W pierwszej komorze zawartos¢ suchej masy osadu czynnego wahala si¢ od 3.0 do 4.9
g/dm objetos¢ osadu czynnego po 0,5 godzinnej sedymentacji w leju Imhoffa wynosita 210-
380 cm’/dm” a indeks objetosciowy zmienial sie od 51,6 do 89, 8 cm’/o W drugiej komorze
analogiczne wartosci wahaly si¢ nastepujaco: 2.,0-5, 9 g s.m. /dm’, 200-330 cm’ /dm® 1 40,5-
118.2 cm’/g. Dla komory trzeciej: 4,7-6.5 g s.m./dm’, O 390 em*/dm® i 52.3-83.2 em’ g,

Obciazenie osaddéw czynnych %adunkicm BZT5 zmieniato sie: dla | }\omory od 0.038
do 0.77 mg Oy/mg s.m./d. dla Il komory od 0.031 do 0.15 Os/mg s.m./d i dla IIT komory od
0,029 do 0.058 Oa/mg s.m./d. Natomiast obciazenie osadéw zwiazkami olejowymi zmienialo
sie w granicach: dla I komory od 0,121 do 0.329 mg/mg s.m./d., dla II komory od 0.101 do
0,492 mg/mg s.m./d. i dla IIl komory od 0.092 do 0.195 mg/mg s.m./d.

Odptywy z komér napowietrzania posiadaty odczyn w granicach 7.4-8.1.

Zawartos¢ tlenu w komorach wahala si¢ w granicach 1.5-3.1 mg 0,/dm’.

4.8.2. Ocena postepu procesu biodegradacji oleju napedowego

W tabeli 13 przedstawiono wyniki badan nad ubytkiem oleju napedowego obliczone
na podstawie badan ekstraktu eterowego, natomiast w tabeli 14 na podstawie chromatografii
gazowej i ogdlnego wegla organicznego.

Jak widac postep biodegradacji, okreslany metoda wagowa, byl caly czas najwigkszy
w komorze III z osadem doszczepianym a najmniejszy w komorze 1 z osadem
konwencjonalnym. Jednak w 50 dobie trwania procesu oczyszczania najgorsze wyniki
zaczgto uzyskiwaé dla komory 11 zawierajacej osad wyhodowany z aktywnych szczepow.



Sredni stopien usuwania zanieczyszczen olejowych, otrzymany w wyniku tych badan,
wynosil dla komory I- 63,5%, dla komory II- 74,6% a dla komory III- 85,8%. Wynika z tego
wiec, iz osad wyhodowany od podstaw rozkiadat olej napedowy o 11,1% a osad doszczepiany
0 22,3% lepiej niz osad konwencjonalny

Podobnie przedstawiaja si¢ wyniki badan chromatograficznych. Badania te
przeprowadzono w 2, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50 1 57 dobie trwania procesu. W tym przypadku
rowniez najlepsze wyniki uzyskano dla osadu czynnego w komorze 111 a najgorsze dla osadu
w komorze I. Sredni stopien usuwania skiadnikéw oleju napedowego, w przypadku tych
badan, wynosit 67.9% dla komory I, 73.6 % dla komory II i 83,1 % dla komory III
Otrzymano zatem lepsze wyniki, w stosunku do osadu konwencjonalnego, o 15.2% dla osadu
doszczepianego a dla osadu bakteryjnego o 5,7%.

Natomiast wyniki usuwania zanieczyszczen mierzone ubytkiem ogdélnego wegla
organicznego wynosity $rednio dla komory 1 —54.8%. dla komory II- 59,1% ( lepsze o okolo
4.3%) natomiast dla komory I11-67.2% ( lepsze o okolo 12.4%).

Réznice w obnizeniu wartosci BZTs i ChZT pomiedzy Sciekami doptywajacymi do
komor napowietrzania a $ciekami oczyszczonymi, ilustruja: tabela 12 i rysunki 30 1 31. W
tabeli 13 podano stopien usuwania oleju napedowego przez poszczegdlne osady w % na
podstawie tych badan. Z wynikow tych wida¢ iz najwieksze obnizenie wartosci BZTs i ChZT
w stosunku do $ciekow syntetycznych uzyskano w komorze 1II zawierajacej osad czynny
doszczepiony przy kazdym z badanych stezen oleju napedowego. Natomiast w komorze I 111
stopien usuwania zanieczyszczen olejowych byl wyraznie mniejszy. W komorze I z osadem
konwencjonalnym. w czasie gdy $cieki zawieraly 600 mg oleju napedowego /dm’, zauwazono
przejsciowe pogorszenie procesu oczyszczania. Ponowne pogorszenie oczyszczania
zaobserwowano zardwno okolo 22 gdy w $ciekach pojawil sie olej w stezeniu 800 mg/dm’
jak 1 okolo 43 dnia gdy zaczeto dozowac olej w stezeniu 1000 mg/dm3. Po 43 dniu
efektywnos¢ oczyszezania w tej komorze zaczela systematycznie spada¢. W komorze 11
efektywnos¢ biodegradacji mierzona na podstawie badan BZT i ChZT utrzymywala si¢ na
wysokim poziomie jedynie w pierwszej czesci badan. Nastepnie po zwigkszeniu stezenia
oleju w $ciekach malata i osiagnela wartos¢ zblizona do efektywnosci oczyszczania osadu w
komorze 1.

Sredni stopien usuwania zanieczyszczen obliczony na podstawie badan BZTs dla
komory I wynosit 47.8 %. dla komory 1I 59.0% a dla komory III 69.4%. Doszczepienie osadu
czynnego aktywnymi szczepami poprawilo efektywnos$é oczyszezania $ciekow olejowych
$rednio 0 21.6% w stosunku do osadu konwencjonalnego. Natomiast osad wyhodowany od
podstaw rozkiadal olej lepiej niz osad kontrolny o 11.2%.

W przypadku usuwania zanieczyszczen mierzonych na podstawie badan ChZT, sredni
stopien usuwania zanieczyszczen w ciagu calego eksperymentu wynosit dla I komory 32.7%,
dla komory II 47.0% a dla komory III 57.7. Poprawilo to efektywnos$¢ usuwania
zanieczyszczen. w stosunku do osadu konwencjonalnego, o 25,0% dla osadu doszczepionego
10 14,3% dla osadu wyhodowanego z aktywnych szczepdw.

Analize jakosciowa produktow pobiodegradacyjnych przeprowadzono na podstawie
badan chromatografii gazowej i cieczowej po 20. 38 1 60 dobie badan.

W tym przypadku roéwniez w obrazach chromatograficznych pochodzacych z
odplywéw ze wszystkich komor widoczny byl ubytek weglowodorow Ce-Cj> oraz lekkich
weglowodorow aromatycznych (BTX), usuwanych na skutek napowietrzania.

Przez caly okres badan. w odplywach z komory III zauwazalne. bylo najwigksze
zmniejszenie spektrow sygnalow w zakresie weglowodorow C)a-Cay oraz duze zmniejszenie i
rozmycie svgnalow w calym zakresie retencji struktur aromatycznych. W odplywach z
komory I 1 II takze zauwazalne byly te same zmiany jakos$ciowe lecz o nieco wigkszej
intensywnosci sygnatéw niz dla komory III. Pod koniec badan pogiebila si¢ réznica w
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intensywnosci sygnatow pomiedzy komorg IIT a komorami I 1 II. W odptywie z komory III
obserwowano bowiem duzo mniejsze sygnaly w zakresie retencji weglowodorow Cj;-Coy
oraz zmniejszenie 1 rozmycie sygnalow w zakresie retencji zwiazko6w aromatycznych w
porownaniu do analogicznych sygnatléw pochodzacych z odplywow z komér I 1 IL
Obserwacje te potwierdzaja najlepsza skuteczno$é¢ usuwania oleju w przypadku osadu w
komorze I1I-doszczepianej (rysunek 32, 33 i 34).

4.8.3. Wyniki badan enzymatycznych

Wyniki badan nad aktywnoscig dehydrogenazowsg i esterazowa mikroflory badanych
osadow czynnych zamieszczono na rysunkach 35, 36, 37 i 38. Z zamieszczonych wynikow
widac¢ iz, obie aktywnosci enzymatyczne dla osadu czynnego wyhodowanego z aktywnych
szczepow 1 osadu doszezepianego wzrastaly od poczatku doswiadczenia do 40 dnia procesu.
W tym samym czasie aktywnos$¢ enzymatyczna osadu czynnego konwencjonalnego malata
( 8-11 dzien ) po czvm wyraznie zaczynata rosna¢ W przypadku tego osadu tendencja
wzrostowa aktywnosci utrzymywala sie juz do konca badan. Zauwazalne byly jedynie
nieznaczne spadki wartosci aktywnosci enzymatycznych w momencie zwigkszania stgzenia
oleju napgdowego w $ciekach. Podobny przebieg krzywych aktywnosci obserwowano w
przypadku osadu doszczepianego. Dla tego osadu obserwowano jednak wigksze wahania
wartosci aktywnosci enzymatycznych zwiazane z wprowadzaniem, co pewien czas,
szczepionki mikrobiologicznej. Natomiast aktywno$¢ dehydrogenazowa i.esterazowa osadu
czynnego wyhodowanego od podstaw poczawszy od 18-40 dnia badan bardzo wyraZnie
malala, ale byla w dalszym ciggu wyzsza niz dla osadu czynnego konwencjonalnego.
Zjawisko to bylo zwiazane ze wzrostem stezenia oleju w S$ciekach co doprowadzilo do
pogorszenia efektow oczyszczania w tej komorze.

Wartosci aktywnosci dehydrogenazowej, w tej serii badan, w przeliczeniu na sucha
mase osadu czynnego (rys. 35) zmienialy sie w granicach: dla komory I od 10,0 do 23,0 uM
TF/g s.m., dla komory II od 24.0 do 36.2 uM TF/g s.m. i dla komory 11l od 25,0 do 36,0 pM
TF/g s.m..

Natomiast wartosci aktywnosci dehydrogenazowej w przeliczeniu na zawartos¢ biatka
w biomasie osadu czynnego (rys.36) zmienialy si¢ w granicach: dla komory I od 10,5 do 18.5
uM TF/mg, dla komory II od 19,5 do 25,1 uM TF/mg i dla komory 11l od 16.1 do 27,3 uM
TF/mg.

Wartosci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na sucha mase (rys. 37) zmienialy si¢
w granicach: dla komory I od 0.4 do 1.5 pg fluoresceiny/mg s.m., dla komory II od 1.41 do
2.18 pg fluoresceiny/mg s.m. i dla komory III od 1.2 do 2,6 pg fluoresceiny/mg s.m.

Natomiast wartosci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na zawartos¢ biatka (rys.
38) zmienialy sie w granicach: dla komory I od 0.3 do 7.8 ug fluoresceiny/mg. dla komory II
od 5.04 do 13.4 pg fluoresceiny/mg i dla komory I11 od 2.0 do 15.8 pg fluoresceiny/mg.



Tabela 12 . Parametry biotechnologiczne stosowane podczas biodegradacji oleju napedowego przez osad czynny ( 2 seria ).

Parametr Numer komory DNI:
2 4 8 11 15 18 22 25 29 32 36 40 43 46 50 53 57 62
Objetosé osadu po 0,5 godzinnej 1 300 | 370 | 380 | 370 | 360 | 350 | 310 | 280 | 230 | 280 | 290 | 250 | 210 | 250 | 210 | 220 | 220 | 210
sedymentacji w leju Imhoffa 2 330 | 300 | 300 | 290 | 220 | 250 | 230 | 240 | 200 | 280 | 210 | 290 | 250 | 200 [ 270 | 240 | 230 [ 250
emYdm’ 3 310 | 390 | 390 | 350 | 380 | 370 | 380 | 340 | 360 | 310 | 290 | 330 | 320 | 350 | 310 | 340 | 320 | 310
Sucha masa 1 4920 | 4881 [ 4695 | 4120 (4728 [4210 | 3742 [ 3176 [3731 | 3981 [4019 | 4842 {3032 |3640 |3730 |3100 |3100 |3150
mg/dm’ 2 5010 | 5293 | 5482 | 5950 | 5437 | 5495 | 4120 | 4125 | 4425 | 4018 | 3675 | 3023 | 2784 | 2190 | 2372 | 2031 | 2120 | 2339
3 5100 | 4687 | 6352 | 6512 | 6327 | 6102 | 5582 | 6126 | 6394 | 5301 | 4810 | 5734 | 5123 [ 6245 | 5930 | 6121 | 5495 | 5342
Indeks osadu 1 61,0 | 758 | 80.9 | 89.8 | 76,1 | 83,1 | 828 | 693 | 61,6 | 703 | 72,2 | 51,6 | 69,3 | 68.7 | 56,3 | 71,0 | 71,0 | 66.6
2 65,9 | 56,7 | 54.7 | 48,7 | 40,5 | 455 | 55.8 | 58,1 | 45,1 | 69,7 | 57,1 | 959 | 89.8 [ 91.3 | 113,8 | 118.2| 108,5]| 106,9
cm’/g 3 60.8 | 83.2 | 614 | 53,7 ] 60,1 | 60,6 | 68,1 | 555 | 56,3 | 58,5 | 60,3 | 57,6 | 62,5 | 56,0 | 52,3 | 55,5 | 58,2 | 58,0
BZTs $cieckow surowych 187 245 310
mgOZ/de
BZTs $cickdw oczyszezonych 1 95 N 90 87 73 64 142 | 170 | 106 | 110 | 112 | 116 | 178 | 192 | 187 | 156 | 194 | 180
mgO,/dm’ 2 41 34 58 74 63 59 87 105 | 131 94 97 104 | 147 | 159 | 143 | 146 | 175 | 189
3 49 54 61 53 47 39 82 38 85 77 75 70 100 | 121 | 105 84 97 94
Obcigzenie osadu ladunkiem BZTs 1 0.038 1 0.038 | 0.04 [0.045| 0.04 |0,044 | 0,065 | 0,77 | 0.066 | 0.062 | 0.061 [ 0,051 | 0.10 | 0,085 [ 0,083 | 0,10 | 0,10 | 0,098
mg O,/mg s.m./d 2 0.03710.035 [ 0.034 { 0,031 | 0,034 | 0,034 | 0.059 | 0.059 | 0,055 | 0,061 | 0,067 [ 0.081 | 0.11 | 0,14 | 0,13 | 0,15 | 0,15 | 0.13
3 0,036 | 0.04 {0.029[0.029 | 0.03 {0,031 |0.044 | 0.04 {0,038 {0.046 | 0.051 [ 0,043 ] 0,06 | 0,05 | 0,052 0,05 | 0,056 | 0,058
Obcigzenie osadu zwigzkami olejowymi 1 0.121 10,123 0.128 [ 0,146 [ 0.127 | 0,143 | 0.214 | 0.252 ] 0.214 | 0.200 | 0.199 | 0.165 | 0,329 1 0,275 | 0.268 | 0,323 | 0,323 { 0,317
mg oleju napedowego /mg s.m. /d 2 0.119 [0 1131011310101 [0.110]0.109 [ 0,194 ] 0.194 | 0.181 | 0.199 | 0.218 | 0,265 | 0.359 | 0.457 | 0,422 | 0,492 | 0,492 | 0,428
3 0.11710.128 1 0.094 | 0.092 | 0.095 | 0,098 | 0.143 | 0.131 ] 0,125 ] 0.151 [ 0.166 | 0.140 { 0,195 | 0,16 | 0,169 ] 0,163 | 0,182 | 0,187
ChZT $cickow surowych 373 485 646
mg/dm’
ChZT $cickow oczyszczonych I 192 | 290 | 276 | 279 | 291 | 251 | 355 | 342 | 265 | 220 | 280 | 290 | 445 | 320 | 374 | 520 | 485 | 616
mg/dm’ 2 136 | 113 | 185 | 202 | 200 | 181 | 255 | 262 | 327 | 235 | 303 | 288 | 367 | 310 | 286 | 365 | 350 | 500
3 186 | 205 | 150 | 152 | 165 | 125 | 195 | 216 | 143 | 205 | 197 | 224 | 270 | 290 | 230 | 270 | 310 | 276
Odczyn §cickéw odplywajacych | 7.5 7.8 7.8 7.9 7.8 7.9 8.0 7.8 1.7 1.7 7.8 1.7 7.8 7.9 1,1 T,7 7.8 7.8
2 7.4 7.4 75 | 76 | 17 | 19 | 1.7 77 | 79 | 8.0 | 8.1 80 | 79 | 8.1 8.1 80 | 80 | 81
3 7.3 | 7.5 7.4 7.5 7.5 7.6 | 76 | 75 | 76 17 7.6 76 | 7.7 | 7.6 7,6 77 | 7.6 | 7.6




Tabela 13. Réznice w usuwaniu oleju napedowego na podstawie badan BZTs, ChZT i ekstraktu eterowego, przez osad czynny (0.1),
przez osad czynny wyhodowany z aktywnych szczepow od podstaw (G.11) i przez osad czynny doszezepiany aktywnymi szczepami (0.111)

(2 seria).
Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan :
BZTs ChZT Ekstrakt eterowy
Dni
0.1 0.11 0.111 Roéznica | Roznica | 0.1 0.11 0.111 Réznica | Réznica 0.1 0.11 0.111 Ro6znica | Réznica
0.11-0.1 | 0.T11-0.1 0.11-0.1 0.111-0.1 0.11-0.1 0.111-0.1

2 49,2 78,1 73.8 28,9 24,6 48.5 63,5 50,1 15,0 1,6 74,2 93,1 96,0 18,9 21,8
4 38,5 81,8 71,1 433 32,6 222 69,7 45,0 47,5 22,8 70.4 90,2 93,2 19,8 228 |
8 51,9 69,0 67,4 17,1 15,5 26.0 50,4 59.8 24,4 33.8 69.1 89.7 92,1 23,0 20,6
11 53,5 60,4 71,7 6,9 18,2 25,2 45,8 59,2 20,6 34,0 71,2 90,3 89,6 19,1 18,4
15 61,0 66,3 74.9 5,3 13,9 22,0 46,4 55,8 24,4 33,8 70,8 88,0 94,0 17,2 23,2
18 65,8 68,4 79,1 2,6 13,3 32,7 51,5 66.5 18.8 33.8 71,3 82.1 90,5 10,8 19,2
22 42,0 64.5 66,5 22,5 24,5 26,8 474 59,8 20,6 33.0 64,2 80.3 89.2 16,1 25,0
25 30,2 57.1 64,1 26,9 33,9 29,5 46,0 55,5 16,5 26,0 60,2 78.1 89,7 17,9 29,5
29 56,7 46,5 65,3 n.m.p. 8,6 454 32,6 70,5 n.m.p. 25,1 62.1 76,2 87,0 14,1 24,9
32 55,1 61,6 68,6 6,5 13,5 54,6 51,5 57,7 n.m.p. 3,1 65,0 84,4 86,6 21,6 19,4
36 54,3 60,4 69.4 6,1 13;1 423 37,5 594 n.m.p. 21,9 69,1 82,3 87,1 13,2 18,0
40 52,7 57.6 71,4 4.9 18,7 40,2 40,6 53,8 0,4 13,2 68,3 80,2 89,2 11,9 20,9
43 42,6 52,6 67,7 10.0 25,1 31,1 43.2 58,2 12,1 27,1 52,0 74,0 82,3 22,0 30,3
46 38,1 48,7 61,0 10.6 22,9 50.5 52,0 33,1 1.5 4,6 53,1 67,2 78.4 14,1 253
50 39,7 53,9 66,1 14,7 39,7 42,1 55,7 64.4 13,6 22,3 56,5 53,0 72,5 n.m.p. 16,0
53 49,7 52,9 72.9 3,2 23,2 19,5 43.5 58,2 24,0 38,7 55,6 52,0 76,1 n.m.p. 20,5
57 37.4 43,6 68,7 6,2 31,3 249 45,8 52,0 20,9 27,1 55,0 41,0 74,1 n.m.p. 19,1
62 41,9 39.0 69,7 n.m.p. 27,8 4.6 22,6 57,3 18,0 52,7 55,6 423 77,3 n.m.p. 21,7

Sred. | 47,8 59,0 69,4 11,2 21,6 32,7 47,0 57,7 14,3 25,0 63,5 74,6 85,8 11,1 22,3

n.m.p. — nie mozna policzy¢
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Rys. 30. Warto$ci BZTsw przebiegu procesu biedegradacji oleju napedowego przez

BZT5 mg 02/dm3
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Rys. 31. Warto$ci ChZT w przebiegu procesu biodegradacji oleju napedowego przez

ChZT mg/dm3
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Tabela 14. Réznice w usuwaniu oleju napedowego, mierzone na podstawie badan
chromatografii gazowej i ogélnego wegla organicznego, przez osad czynny (0.1), przez osad
czynny wyhodowany z aktywnych szczepéw od podstaw (0.1I) i przez osad czynny
doszczepiany aktywnymi szczepami (0.1II) ( 2seria ).

Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan :
Chromatografia gazowa OWO

Dni  [0.1 0.11 0.II1 | R6znica | R6znica | 0.1 0.11 0.111 Roéznica | Roznica
0.11-0.1 | 0.I11-0.1 0.11-0.1 {0.111-0.1

2 585 | 64.0 | &2.0 5,5 13,5 31,0 | 350 32.0 4,0 1.0

8 65,0 | 72,0 | 885 7.0 23,5 45.0 | 400 52,0 n.m.p. 7.0
15 78.0 | 87.0 | 945 9.0 16,5 67,0 | 72,0 84.0 5,0 17,0
22 79.0 | 86,0 | 91.0 7.0 12,0 65.0 | 71,5 86.0 6,5 21,0
29 750 | 81,0 | 87,0 6,0 12,0 61,0 | 69,5 82,0 8,5 21,0
36 67.5 70,0 | 85.0 2,5 17,5 58,0 | 65,0 78.0 7,0 20,0

43 69.0 | 72.0 | 80,5 3.0 11,5 59.0 | 62,0 67.0 3.0 8.0

50 63,5 69,0 | 75,0 5,5 11,5 55,0 | 59,0 62.0 4.0 7.0

57 555 | 61,0 | 74,0 5.5 18,5 52,0 | 57.0 61.5 5,5 9,6
Sred | 67,9 | 73,6 | 83.1 5,7 15,2 54,8 | 59,1 67,2 4,3 12,4

n.m.p.- nie mozna policzy¢

4.8.4. Liczebnos$¢ bakterii rozkladajacych weglowodory w osadach czynnych i bakterii
wolnoplywajacych w $ciekach oczyszczonych.

Miano bakterii rozkladajacych olej napedowy w biomasie osadu czynnego utrzymywato
si¢ mniej wigcej na tvm samym poziomie w dwodch komorach. W komorze drugiej zawierajace]
osad bakteryjny wynosito od 107 do 10, natomiast w komorze trzeciej zawierajacej osad
doszczepiany od 10° do 10" . Dla osadu konwencjonalnego w komorze pierwszej miano
bakterii wykorzystujacych olej napedowy w charakterze jedynego zrodta wegla i energii bylo
bardzo niskie na poczatku eksperymentu rzedu 10, jednak w rezultacie stalej obecnosci oleju w
$ciekach zwiekszylo sie do 10°.

Zmiany ogdlnej liczby bakterii wolnoptywajacych w odptywach z poszczeg6lnych komor
zamieszczono na rysunku 39. W odptywie z komory trzeciej-doszczepianej obserwowano
najwieksza liczbe bakterii wolnoptywajacych. Liczba ta wahata si¢ w granicach 2310-3870 w 1
cm’. Jednoczesnie w odptywie z tej komory obserwowano najwicksze wahania liczby bakterii
zwiazane z wprowadzana. co pewien czas, szczepionka bakteryjna. Réwnoczesnie w miare
uplywu czasu liczba bakterii w $ciekach oczyszczonych nieznacznie spadala. W odptywach z
pozostatych komér liczba bakterii wolnoplywajacych utrzymywata si¢ na mniej wigcej statym
poziomie. Ogodlna liczba bakterii w odptywie z pierwszej komory wahata si¢ od 600 do 1670 w
lem ” a w odplywie z drugiej komory od 880 do 1630 w 1cm 3 $ciekdw oczyszezonych.
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Rysunek 32. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory I po 20, 38 i 60 dniach
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Rysunek 33. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory I po 20, 38 i 60
dniach (2 seria)

20 dzien

ll'[|\
0.0
17 .0
- 2v.04 N
i
AN :
T
210 H
E{L G ¢
H
<
€0 e ;
be.o . :
15.0 ; s
BAY. O ; .
P H ) = kS
gl.¢ 12.04 < i : . .
' « " ¢
ko o B 2 : <ok 57
e ] S 1 -  »
- = . S
2 J = wd b
§.0 ‘.0 .5 dis e
' e me—— St SNSRI
-
( I 5('("’:{‘ TN 5 6L |
0 7.0 oy 1 T4 R pa
.
38 dzien
LIUFAN
3264 ]
! 5
B
"5.’.'-] :
‘
2ol » ¢
| . =
| s T
eI : -
| H I
: N
20 .04 - .
] S
! - o
= 12 .64 S &
i 8n ‘ £ L
R T | - :
S =t 1y .04 3 . :
3 B R RSN
3 o5 S :
- 1.0 £ = “ ’;/
. : ks - - - f\
L
£l = ¥k (V! i \ i
r—~-—l.___.'.~1/"
5 -
o 3.0 o TS § 243.4 INe L2 .2
. 2
60 dzien
"V/I\ .’l
1 :
| 2
2.0 ES -
! =
13 <
! N 2
) wf 2104 : 2
i . P 3
l 150! :
1 i .
| >
{ = 9
}“: X)A':‘c: : . f
l""\ ! : e |
rs' 10 (-J' : :
S
: 3 | Bl
- -
s 4 1704 Y ‘
& . 1
i ™ i . : \
v ~
‘e A 1 (\.I : 5 :' ’
; . i e A \ :
\. } 3 ;
\‘ \’l‘ p— _"‘w ~
Yo i :
et

T D ————

A~
13w
A
—~
P

2.9 b 01 LIS el LR

81



ien

20 dz

Rysunek 34. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory III po 20, 38160
dniach (2 seria)
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uMTF/g s.m.

uMTF/ mg biatka

Rys.35.Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osadow
czynnych w przeliczeniu na sucha mase (2 seria).
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Rys.36.Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osadow
czynnych w przeliczeniu na zawarto$s¢ biatka (2 seria).
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ug fluoresceiny / mg s.m.

ug fluoresceiny/ mg biatka
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Rys.37.Zmiany aktywnosci esterazowej osadow
czynnych w przeliczeniu na sucha mase (2 seria).
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Rys.38.Zmiany aktywnosci esterazowej osadéw czynnych w
przeliczeniu na zawartos¢ biatka (2 seria).
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Rys.39.Zmiany ogoélnej liczby bakterii
wolnoplywajacych w odptywach z
poszczego6inych komoérw 1 cm3 ( 2 seria )
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Podsumowujac, ta seri¢ badan, nalezy stwierdzi¢, iz w przypadku dozowania do komor
napowietrzania Sciekéw  syntetycznych zawierajacych poczatkowo 600 mg oleju
napedowego/dm’, nastepnie od 22 dnia badan 800 mg oleju napedowego/dm’, a od 43 dnia
badan 1000 mg oleju napedowego/dm’, najlepsze efekty oczyszczania obserwowano w
przypadku osadu doszczepianego znajdujacego si¢ w komorze III. Od poczatku badan osad ten
odznaczal sie najlepszymi wynikami biodegradacji oleju napedowego. W pierwszej czesci
badan, gdy do komér dozowano 600 mg oleju napedowego/dm’, skutecznosé rozktadu
weglowodorow przez ten osad byla niewiele lepsza od skutecznosci rozkiadu uzyskiwanego
przez osad wyhodowany z aktywnych szczepéw w komorze II. Jednak w miarg uplywu czasu 1
zwickszenia stezenia oleju réznica pomiedzy tymi dwiema komorami poglebila si¢. Sredni
stopien usuwania zanieczyszczen obliczony na podstawie badan pigciu parametrow (obnizenia
wartosci BZTs 1 ChZT, badan ekstraktu eterowego, chromatografii gazowej i OWO) dla osadu
doszczepianego w komorze III wynosit 72,6%, a dla osadu wyhodowanego od podstaw w
komorze I 62,7%. Najmniejsza $rednia skutecznoscia rozktadu sktadnikéw oleju napedowego
odznaczal si¢ osad konwencjonalny w komorze 1. Wynosita ona 53,3% (tabela 22). Jednak pod
koniec badan, gdy do komér dozowano Scieki zawierajace 1000 mg oleju napedowego/dm’,
obserwowano pogorszenie warunkéw oczyszczania dla osadu w komorze II. Od 50 dnia badan
efekty oczyszczania $ciekéw zaolejonych przez ten osad byly nieco gorsze w poréwnaniu do
efektoéw uzyskiwanych w komorze I zawierajacej osad konwencjonalny.
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4.9. Osad czynny wysokoobcigzony- wyniki trzeciej serii badan

W trzeciej serii porownywano efektywnos¢ biologicznego rozktadu $ciekow zawierajacych
olej napedowy przez osad czynny konwencjonalny, osad czynny wyhodowany od podstaw z
aktywnych szczepoéw 1 przez osad czynny doszczepiany. W trakcie tych badan do komor
napowietrzania dozowano scieki syntetyczne zawierajace poczatkowo 1500 mg oleju
napedoweao/dm od 22 dnia badan 2200 mg oleju napedov»ego/dm a nastgpnie od 43 dnia
badan 3100 mg oleju/dm?.

4.9.1. Charakterystyka parametréw biotechnologicznych osadéw czynnych

Parametry biotechnologiczne osadéw czynnych, podczas trwania tej serii badan,
zamieszczono w tabeli 15. X

W tym przypadku wyjsciowy indeks osadow zostal ustalony na poziomie 58,1-60,8 cm’/g
co odpowmdalo objetosci osaddw po 0.5 godzinnej sedymentacji w leju Imhoffa 280-310
cm’/dm® i zawartosci suchej masy 4,8-5,15 O/dm W trakcie badan stwierdzono najwigkszy
wzrost indeksu objetosciowego przy jednoczesnym spadku zawartosci biomasy w przypadku
osadu wyhodowanego z aktywnych szczepow. Najwieksza zmiang tych wartosci obserwowano
gdy do komory dozowano scieki zawierajgce 3100 mg oleju w dm’. W 62 dniu badan indeks
objetosciowy tego osadu wynosit 289.5 ch/g a zawartos¢ suchej masy 380 mO/dm Natomiast
w przypadku osadu konwencjonalnego widoczny byt takze, choé nie tak drastyczny, postepujacy
wraz ze zwiekszajacym sie stezeniem oleju w Sciekach, spadek biomasy i wzrost indeksu
objetosciowego. W ostatnim dniu badan zanotowano, dla tego osadu ilo§¢ suchej masy o potowe
nmiejsza niz na poczatku badan i wynoszacg 2300 mg/dm3 , natomiast indeks objetosciowy tego
osadu, w tym samym czasie wynosit 121,7 cm3/g. Te same parametry dla osadu doszczepianego
utrzymywaty si¢ mniej wiecej na staltym poziomie przez caty okres trwania eksperymentu.

W pierwszej komorze zawarto$¢ suchej masy osadu czynnego wahata si¢ od 2,3 do 4.9
o/dm’, objetos¢ osadu czynnego wynosita od 220-300 em” 3/dm® a indeks objetosciowy zmienial
si¢ od 51,8 do 121.7 cm/g. W dru01ej komorze analogiczne wartosci wahaly sie nastepujaco:
0.38-4.8 ¢ s.m./dm’, 110-350 cm®/dm’ 1 60.2-289.5 cm’/g Dla komory trzeciej: 4,1-5.5 g
s.m./dm’. 260-360 cm’/dm?® i 59.8-65.5 cm®/g.

Obciazenie osadéw czynnych tadunkiem BZTs zmieniato si¢: dla I komory od 0.086 do
0.298 mg O2/mg s.m./d. dla II komory od 0,074 do 0.221 Oy/mg s.m./d i dla Il komory od 0.077
do 0,163 O»/mg s.m./d. Natomiast obciazenie osadéw zwiazkami olejowymi zmienialo si¢ w
granicach: dla I komory od 0.305 do 1.348 mg/mg s.m./d., dla 1I komory od 0.260 do 8,158
mg/mg s.m./d. 1 dla I1I komory od 0.273 do 0,752 mg/mg s.m./d.

Odptywy z komoér napowietrzania posiadaly odczyn w granicach 7.4-8.1. Najwigksza
alkalizacje sciekow oczyszczonych uzyskiwano w odptywie z komory zawierajacej osad
wyhodowany z aktywnych szczepow, zwlaszcza pod koniec badan.

Zawartos¢ tienu w komorach wahala sie w granicach 0.9-2.9 mg 0,/dm’. Najmniejsze
ilosci tlenu zanotowano pod koniec badan w komorach zawierajacych osad wyhodowany od
podstaw 1 konwencjonalny.

4.9.2. Ocena postepu procesu biodegradacji oleju napedowego
Tabela 16 ilustruje wyniki badan nad ubytkiem oleju napedowego obliczone na

podstawie badan ekstraktu eterowego a tabela 17 na podstawie badan chromatografii gazowej i
ogdlnego wegla organicznego.
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Postep biodegradacji, okreslany metodg wagowa ekstraktu eterowego, byt na poczatku
badan najwiekszy dla komory z osadem wyhodowanym od podstaw. Jednak od 15 dnia
zauwazono  systematyczne obnizanie sie zdolnosci do usuwania zanieczyszczen
weglowodorowych w tej komorze. W tym czasie najlepszg efektywnos$¢ oczyszczania $ciekow
obserwowano w komorze Il zawierajacej osad doszczepiany. Sredni stopieni usuwania
zanieczyszczen olejowych wynosit dla komory I- 49.7%. dla komory II- 57,7% a dla komory III-
78.3%. Najlepiej wiec biodegradowat olej napedowy osad doszczepiany, poprawiajgc
efektywnos¢ procesu o 28.6% w stosunku do osadu konwencjonalnego. Osad wyhodowany od
podstaw byl w tych badaniach lepszy tylko o 8,0% w stosunku do osadu kontrolnego.

Bardzo podobnie przedstawiaja sie wyniki badan chromatograficznych. Badania te
przeprowadzono w 2, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50 i 57 dobie trwania procesu. W tym przypadku
rowniez najlepsze wyniki uzyskano dla osadu czynnego doszczepianego w komorze III. Osad w
komorze I! usuwal zanieczyszczenia olejowe lepiej od osadu konwencjonalnego tylko do 29 dnia
badan. Po tym czasie efektywnosé oczyszczania w tej komorze zaczeta wyraznie spadad. Srednio
stopien usuwania skladnikow oleju napedowego. w przypadku tych badan, wynosil 46,9% dla
komory I, 50.5 % dla komory II i 70.3 % dla komory III. Sredni stopien oczyszczania, w
stosunku do osadu konwencjonalnego, okazal si¢ lepszy dla osadu doszczepianego 0 23,4% a dla
osadu wyhodowanego z aktywnych szczepdw o 3,6%.

Wyniki usuwania zanieczyszczen mierzone ubytkiem ogdélnego wegla organicznego
potwierdzaja poprzednie badania. Ubytek ten wynosit srednio dla komory I -36,1%, dla komory
1I- 31,2%, natomiast dla komory 111-55,8%.

Wyniki procesu oczyszczania Sciekow zawierajacych olej napgdowy, okreslane na
podstawie zmian wartosci BZTs i ChZT sciekow syntetycznych i oczyszczonych, ilustruje
tabela 15 i rysunki 40 i 41, natomiast te same wyniki przedstawione w procentach podano w
tabeli 16. W pierwszej czesci badan, gdy do komor dozowano $cieki o stgzeniu oleju
napedowego 1500 mg/dm®. obnizenie wartosci BZT i ChZT w odptywach z komory 11 i 11l bylo
na podobnym poziomie, a w odplywie z komory 1 wyraznie mniejsze. Natomiast w drugiej
potowie okresu badan najwieksze obnizenie wartosci BZTs i ChZT uzyskano w komorze III
zawierajacej osad czynny doszczepiony. W tym samym czasie w pozostalych komorach stopien
usuwania zanieczyszczen byl wyraznie mniejszy. Najmniejszy stopien rozkiadu oleju
napedowego. okreslany tymi metodami. uzyskano dla komory z osadem wyhodowanym od
podstaw. W ostatnim dniu badan stopien usuwania zanieczyszczen w procentach mierzony na
podstawie badan BZTs wynosit: dla komory I- 40.4%, dla komory II- 11,8% , dla komory III-
65.3%. Natomiast w przypadku badan ChZT: dla komory 1-26.4%. dla komory 11-3,0% 1 dla
komory 111-52.4%

Sredni stopien usuwania zanieczyszczen mierzony na podstawie badan BZTs dla komory
I wynosit 36.5 %, dla komory 1I 45,2% a dla komory Il1 62.0%. Doszczepienie osadu czynnego
aktywnymi szczepami poprawilo obnizenie wartosci BZTs srednio 0 25,5% w stosunku do osadu
konwencjonalnego. Natomiast osad wyhodowany z aktywnych szczepdéw oczyszczal lepiej niz
osad kontrolny scieki zaolejone o 8.7%.

W przypadku usuwania zanieczyszczen mierzonych na podstawie badan ChZT, sredni
stopien usuwania zanieczyszczen w ciagu catego eksperymentu wynosit dla I komory 25,0%, dla
komory II 30.4% a dla komory III 52.4. Poprawilo to efektywnos¢ usuwania zanieczyszczen, w
stosunku do osadu konwencjonalnego, o 27.4% dla osadu doszczepionego i 0 5,4% dla osadu
wyhodowanego od podstaw.

Analize jakosciowa produktow pobiodegradacyjnych przeprowadzono na podstawie
badan chromatografii gazowej i cieczowej po 20, 38 i 60 dobie badan.

W obrazach chromatograficznych, pochodzacych z odptywow ze wszystkich komor, brak
bylo weglowodoréw C¢-Cjo oraz lekkich weglowodoréw aromatycznych (BTX). Badania
chromatograficzne wykazaly w odplywach ze wszystkich komor zmniejszenie spektrow
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sygnatow w zakresie weglowodoréw C),-C,4 Oraz zmniejszenie i rozmycie sygnatéw w catym
zakresie retencji struktur aromatycznych. Sygnaly te réznily si¢ tylko intensywnoscia w
zaleznosci od etapu badan i pochodzenia odplywu. Gdy do komér dozowano olej w stgzeniu
1500 mg/dm”, najmniejszg intensywnos$¢ sygnaléw obserwowano w odptywach z komory II 1 I11.
W okresie gdy w S$ciekach surowych znajdowalo sie stezenie oleju 2200 mg/dm”,
zaobserwowano najmniejsza intensywnos¢ sygnaldéw w odptywach z komory III, natomiast w
odptywach z komory 1 i II intensywnos$¢ sygnatéw byla podobna i wigksza od intensywnosci
sygnatdéw pochodzacych z odptywu z komory III. Natomiast gdy do komor dozowano
najwieksze stezenie oleju napedowego, 3100 mg/dm3, najmniejszg intensywnos¢ sygnalow
zanotowano dla odplywoéw z komory III a nieco wieksza dla odptywow z komory II. W
odplywie z komory I intensywnosci sygnalow byly niewiele mniejsze niz dla sygnaléw
pochodzacych z ekstraktéw oleju napedowego (rysunek 42, 43 i1 44). Obserwacje te wskazuja na
to iz osad w komorze 1II doszczepianej najlepiej usuwal olej napedowy ze $ciekdéw. Natomiast
efektywnos$¢ oczyszczania pozostatych osadow, wraz ze wzrostem stgzenia oleju, systematycznie
malata. Wynika z tego, ze osady czynne w komorach I-ej i II-ej jako pierwsze zasygnalizowaly
zmiany degeneracyjne spowodowane nadmiernym obciazeniem olejem napgdowym.

4.9.3. Wyniki badan enzymatycznych

Wyniki badan nad aktywnoscia dehydrogenazowa 1 esterazowa biomasy osadow
czynnych, podczas trwania procesu oczyszczania sciekow z duzg zawartoscig oleju napedowego.
przedstawiaja rysunki 45, 46, 47 1 48.

Osad konwencjonalny odznaczal sie najnizszymi wartosciami obu aktywnosci
enzymatycznych w trakcie trwania eksperymentu. Na poczatku procesu aktywnosci te
nieznacznie spadly. natomiast od 8-22 dnia zaczely wzrastac. Od 43 dnia, gdy do komory
dozowano najwigksze stezenie oleju napedowego zaobserwowano ponowny spadek aktywnosci
enzymatycznych dia tego osadu. Pod koniec badan zauwazono wzrost aktywnosci
dehydrogenazowej, natomiast aktywnos¢ esterazowa ustabilizowala si¢ mniej wigcej na jednym
poziomie.

Osad wyhodowany z aktywnych szczepdéw, w komorze II. na poczatku badan
charakteryzowal sie najwiekszymi wartos$ciami aktywnosci enzymatycznych. Wartosci te, na
wysokim poziomie. utrzymaly si¢ jedynie w pierwszej cze¢sci badan. Gdy stezenie oleju
napedowego w $ciekach surowych znacznie sie zwiekszylo (2200 mg oleju/dm’) zaczgto
obserwowa¢ spadek aktywnosci enzymatycznych dla tego osadu. Pod koniec eksperymentu, gdy
do komory dozowano olej w stezeniu 3100 mg/dm’, zaobserwowano bardzo gwattowny spadek
zarowno aktywnosci dehydrogenazowej jak i aktywnosci esterazowej tego osadu. Zwigzane to
bylo z pogarszajacymi sie warunkami oczyszczania w tej komorze, objawiajacymi si¢ ucieczka
biomasy z uktadu.

Dla osadu doszczepianego. w komorze 111, wartosci obu aktywnosci posiadaly wyraznie
tendencje wzrostowa na poczatku badan. Tendencja ta utrzymywala sie juz do konca badan. W
62 dni eksperymentu osad ten nadal odznaczal sie bardzo wysokim poziomem aktywnosci
dehydrogenazowej i esterazowej. W przypadku tego osadu obserwowano réwniez pewne
wahania wartosci aktywnosci enzymatycznych zwiazane z wprowadzaniem, co pewien czas.
szczepionki mikrobiologicznej do komory i w momentach zwigkszania stgzenia oleju
napedowego w sciekach surowych.

W przypadku wszystkich osadow obserwowano takze wyrazne wahania ich aktywnosci
esterazowej. By¢ moze mialo to zwigzek z okresowym nagromadzeniem si¢ w komorach
utlenionych produktow rozkiadu weglowodorow.
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Tabela 15. Parametry biotechnologiczne stosowane podczas biodegradacji oleju napgdowego przez osad czynny ( 3 seria ).

Parametr Numer komory DNI:

2 4 8 11 15 18 22 25 29 32 36 40 43 46 50 53 57 62

Objetos¢ osadu po 0,5 godzinnej 1 280 | 270 | 240 | 250 | 260 | 270 | 260 | 250 | 220 | 230 | 240 | 260 | 250 | 280 | 270 | 290 | 300 | 280
sedymentacji w leju Imhoffa 2 310 1 330 | 330 | 350 | 340 | 340 | 320 | 310 | 290 | 300 | 280 | 250 | 260 | 270 | 250 | 210 | 150 | 110
cm’*/dm’ 3 310 | 320 | 320 | 330 | 360 | 350 | 330 | 340 | 340 | 340 | 320 | 330 | 300 | 310 | 290 | 280 | 260 | 260
Sucha masa 1 4820 | 4700 | 4630 | 4520 | 4830 | 4920 | 4500 | 4250 | 3530 | 3700 | 3830 | 3900 | 3650 | 3130 | 2920 | 2500 | 2550 | 2300
mg/dm® 2 5150 | 5220 | 5360 | 5750 | 5500 | 5620 | 5100 | 4850 | 4500 | 4100 | 3980 | 3620 | 3100 [ 2500 | 2120 | 850 | 520 | 380

3 S100 | 5350 | 5300 | 5420 | 5500 | S470 | S100 | 5250 | 5300 | 5220 | 5100 | 5300 | 4950 [ 4820 | 4700 | 4550 | 4200 | 4120
Indeks osadu 1 SS.1 | 574 | 51.8 | 553 | 53.8 | 549 | 57.7 | 588 | 623 | 56.1 | 62.7 | 66.6 | 684 | 89.5 | 924 [ 116.0|117,6|121.7
2 60.2 | 63.2 | 61.6 | 60.9 | 618 | 60.5 | 627 | 63.9 | 644 | 73,2 | 70.4 | 69.1 | 83,9 [108.0|117,9|247,1|288,5289.5

cmj/g 3 60.8 | 59.8 | 603 | 609 | 655 | 64.0 | 64.7 | 64.8 | 642 | 65.1 | 62.7 | 623 | 60.6 | 643 | 61.7 | 61,5 | 61,9 | 63.1

BZTs $ciekow surowych 421 580 685
mg 0,/dm*

BZTs $cickow oczyszezonych | 223 | 269 | 293 | 289 | 266 | 273 | 405 | 408 | 398 | 358 | 338 | 346- | 445 | 471 | 423 | 403 | 393 | 408
mg 0, /dm’* 2 125 | 146 | 130 | 163 | 154 | 161 | 289 | 282 | 303 | 315 | 336 | 300 | 410 | 437 | 520 | 587 | 615 | 604

3 147 | 138 | 150 | 172 | 144 | 131 | 231 | 243 | 260 | 237 | 215 | 220 | 308 | 279 | 246 | 260 | 266 | 238
Obcigzenie osadu ladunkiem BZTs I 0.088 | 0.09 [0.092]0.094 | ¢.088 | 0.086 | 0.129 | 0,136 | 0,164 | 0.157 | 0.151 [ 0.149 | 0.189 | 0,219.| 0.235 | 0,274 | 0,269 | 0,298
mg O,/mg s.m./d 2 0.083 | 0.08 0.079]0.074 | 0.077 | 0.076 | 0.114 | 0.12 | 0.129 ] 0,141 | 0.146 | 0.16 | 0,221 | 0,274 0.323 | 0.806 | 1.317 | 1,803
3 0.083 ] 0.79 | 0.08 {0.078]0.077{0.078 ] 0,114 | 0.11 ] 0.109]0.111]0.114{0.109]0,138]0,142]0.146]0.151 {0,163 | 0,166
Obcigzenic osadu zwigzkami olejowymi 1 0311]031910,324{0.332]0311 (0,305 0,489 | 0.518]0,6230.595]0.574 { 0.564 | 0,849 | 0,99 |1.062 | 1,24 | 1,216 | 1,348
mg oleju napedowego /mg s.m. /d 2 0,291 ] 0,287 [ 0.280 | 0.260 | 0.273 | 0.267 | 0,431 | 0.454 | 0.489 | 0.537 | 0,553 | 0.61 | 1.0 | 1.24 | 1.462 |3.647|5,962 | 8,158
3 0.294 1 0.280 | 0,283 10,2771 0.273 1 0.274 | 0,431 [ 0.419]0.415] 0.421 | 0.431 | 0.415 ] 0.626 | 0.643 | 0.66 | 0.681 | 0,738 | 0,752

ChZT $ciekow surowych 937 1290 1630
mg/dm’

ChZT $ciekow oczyszezonych 1 558 | 672 | 837 | 802 | 831 | 780 | 1013 | 1074 | 995 | 873 | 966 | 910 | 1171 | 1239 | 1208 | 1007 | 1034 | 1200
mg/dm’ 2 357 | 345 | 325 | 407 | 405 | 435 | 722 | 940 | 977 | 984 | 1120 | 1034 | 1323 | 1457 | 1625 | 1600 | 1580 | 1581

3 420 | 363 | 394 | 430 | 351 | 374 | 660 | 715 | 765 | 677 | 614 | 667 | 906 | 872 | 724 | 743 | 782 | 700

Odczyn $ciekow odplywajgcych 1 7.4 76 | 76 | 7.7 | 76 | 78 | 7.7 | 77 | 76 | 78 | 7.7 | 76 | 7.8 | 78 | 79 | 1.8 | 19 | 1.7
2 75 |75 |76 |76 | 78 |77 |78 | 79|79 | 80 |80 | 79 | 8l 8.1 8.0 | 8.1 8,0 | 8.0

3 76 | 77 | 76 | 75 | 74 | 7S5 | 74 1 76 | 75 | 76 | 76 | 1S5 | 7.6 | 75 | 7.6 | 17 | 7,6 | 75
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Tabela 16. RéZnice w usuwaniu oleju napgdowego na podstawie badan BZT, ChZT i ckstraktu eterowego, przez osad czynny (0.1), przez
esad czynny wyhodowany z aktywnych szezepow od podstaw (0.11) i przez osad czynny doszczepiany aktywnymi szezepami (0.111)
(3seria).

Stopien usuwania olejn napedowego w % na podstawie badan :

Dni BZT5 ChZT Ekstrakt cterowy
0.1 0.11 [ 0.1l |Roznica Réznica | 0.1 0.11 0.1 | Réznica Réznica 0.1 0.11 0.111 Rdznica Roznica
0.11-0.1 0.111-0.1 0.11-0.1 0.111-0.1 0.11-0.1 0.111-0.1
2 47,1 | 70,2 | 65.2 23,1 18,1 40,4 | 61,8 | 55,2 21,4 14,8 41,3 80,1 72,1 38,8 30,8
4 36,1 | 653 | 673 29,2 31,2 283 | 63,5 | 61,3 35,2 33,0 40,2 83,4 70,3 43,2 30,1
8 30,3 | 69,1 | 64,3 38,3 34,0 10,7 | 653 | 58,0 54,6 473 39,8 82,1 74,8 42,3 35,0
11 31,2 | 61,2 | 59,1 30,0 27,9 14,4 1 56,6 | 54,1 42,2 39,7 42,1 79,4 78,7 37,3 36,6
15 ] 36,7 | 63,4 | 65,7 26,7 29,0 113 ] 56,8 | 62,5 45,5 51,2 45,7 80,3 84,5 34,6 38,8
18 | 352 | 61,7 | 68,9 26,5 33,7 16,8 | 53,6 | 60,1 36,8 433 46,3 81,2 82,1 34,9 35,8
22 | 30,1 | 50,1 | 60,1 20,0 30,0 21,5 | 43,0 | 48.8 21,5 27,3 40,7 70,4 80,3 29,7 39,6
25 29,7 | 51,3 | 58,1 21,6 284 16,7 | 27,1 | 446 10.4 27,9 39,1 73.1 81.4 34,0 42,3
29 | 314|478 | 552 16,4 23.8 229 | 243 | 40,7 1.4 17,8 42,7 69,2 79,3 26,5 36,6
32 | 38,2 | 45,7 | 59,1 17,5 30,9 323 | 23,7 | 475 15,2 48,9 55,1 83,1 06,2 34,2
36 | 41,7 | 42,1 | 63,0 0,4 2153 25,1 1 13,2 | 52,4 27,3 57,3 57,1 82,7 254
40 | 40,3 | 48,3 | 62,1 8.0 21.8 29,5 | 20,1 | 482 18,8 61,2 54,3 85,3 24,1
43 | 35,1 | 40,1 | 55,1 5,0 20,0 282 | 18,8 | 444 n.m.p. 16,2 553 50,7 75,2 19,9
46 | 31,2 | 36,2 | 593 5,0 23,1 240 | 10,6 | 46,5 22,5 60,4 42,1 74,1 n.m.p. 13,7
50 | 38,3 ] 24,1 | 64,1 25,8 259 | 0,3 55,6 29,7 61,3 36,0 76,3 15,0
53 | 41,1 | 143 | 62,1 n.m.p. 47.8 382 1,8 54,4 16,2 57,3 21,7 73,7 16,4
57 |1 42,7 | 10,2 | 61,1 18,4 36.6 | 3,1 52,0 15,4 56,7 14,3 77,1 20,4
62 | 40,4 | 11,8 | 65,3 24,9 264 | 3,0 57,0 30,6 59,1 9,5 79,2 20,1
Sred. | 36,5 | 452 | 62,0 8,7 25,5 25,0 | 30,4 | 52,4 5,4 27,4 49,7 5747 78,3 8,0 28,6

n.m.p.- nie mozna policzy¢
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Tabhelal7, Roznice w usuwanin olejun napedowego, mierzone na podstawie badan
chromatografii gazowej i ogolnego wegla organicznego przez osad czynny (0.1), przez osad
czynny wyhodowany z aktywnych szczepéw od podstaw (0.I) i przez osad czynny
doszezepiany aktywnymi szezepami (0.11T) ( 3seria ).

Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan :

Chromatografia gazowa Oowo
Dni |0.I 0.11 0.1 Roznica |Roéznica |01 0.11 0.1 Roznica | Roznica
0.11-0.1 0.111-0.1 0.11-0.1 0.111-0.1
2 512 |785 69.2 27.3 18.0 38.1 47.1 40.3 9.0 22
8 49.7 1794 71.4 29,7 21,7 27.3 40.7 50,7 13.4 23.4
15 |554 |74.1 76.7 187 213 353 452 543 99 19.0
22 413 (64,1 72,3 228 310 30,7 37,6 50.8 6.9 20,1
29 (494 [542 742 19 248 287 218 472 18.5
36 51,3 (413 70,3 19.0 37.2 294 64,1 26,9
43 41,2 327 68,3 28,1 41,4 19,3 71,2 nmp. [298
50 39.8 21,2 65,1 n.m.p. 25,3 40,0 15,7 59,3 19,3
37 43,1 |93 65,0 219 45,8 243 64,2 18,4
Sred | 46,9 50,5 70,3 3.6 234 36,1 31,2 55,8 9.8 19,7

n.m.p.- nic mozna policzy¢

Rys. 40. Wartosci BZTs w przebiegu procesu biedegradacji oleju napedowego przez badane
osady czynne (3 seria)
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Rys. 41. Wartosci ChZT w przebiegu procesu biodegradacji oleju napedowego przez badane
osady czynne (3 seria)

zmiana stezenia oleju w $ciekach
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Wartosci aktywnosci dehydrogenazowej, w tej serii badan, w przeliczeniu na suchg mase
osadu czynnego (rys. 45) zmienialy si¢ w granicach: dla komory I od 17,1 do 23,2 pM TF/g s.m,,
dla komory Il od 9,5 do 39,5 uM TF/g s.m. i dla komory III od 27,1 do 38,4 uM TF/g s.m..

Natomiast wartosci aktywnosci dehydrogenazowej w przeliczeniu na zawartos¢ biatka w
biomasie osadu czynnego (rys. 46) zmienialy sie¢ w granicach: dla komory I od 13,5 do 16,7 uyM
TF/mg, dla komory IT od 7,2 do 26,1 uM TF/mg i dla komory III od 19,1 do 26,2 uM TF/mg.

Wartosci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na sucha mase (rys. 47) zmienialy si¢ w
granicach: dla komory I od 0,2 do 1,21 pg fluoresceiny/mg s.m., dla komory II od 0,35 do 1,6 pg
fluoresceiny/mg s.m. i dla komory III od 0,91 do 1,73 ng fluoresceiny/mg s.m.

Natomiast wartosci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na zawarto$¢ bialka (rys. 48)
zmienialy si¢ w granicach: dla komory I od 1,8 do 5,3 pg fluoresceiny/mg, dla komory II od 1,0 do
5,1 pg fluoresceiny/mg i dla komory Il od 3,5 do 8,9 ug fluoresceiny/mg.



Rysunek 42. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory I po 20,38 i 60 dniach
(3 seria).
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. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory II po 20, 38 i 60 dniach

Rysunek 43
(3 seria).
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Rysunek 44. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory III po 20, 38 i 60 dniach

(3 seria).
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Rys.45. Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osadow
czynnych w przeliczeniu na suchg mase¢
(3 seria)
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Rys.46. Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osadow
czynnych w przeliczeniu na zawartos¢ biatka (3 seria).
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ug fluoresceiny/mg s.m.

10

Rys 47. Zmiany aktywnosci esterazowej osadéw czynnych w
przeliczeniu na suchg mase (3 seria).
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Rys.48.Zmiany aktywnosci esterazowej osadéw czynnych w
przeliczeniu na zawartos¢ biatka ( 3 seria).
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4.9.4. Liczebno$¢ bakterii rozkladajacych weglowodory w esadach czynnych i bakterii
wolnoplywajacych w Sciekach oczyszezonych

W przypadku osadu konwencjonalnego obserwowano, na poczatku badan, znaczny przyrost
drobnoustrojow rozkladajacych olej napedowy. Nastepnie miano tych bakterii utrzymywalo si¢ na
mnie] wiece] stalym poziomie do okoto polowy badan, a potem zaczelo spadac. W przypadku osadu
wyhodowanego od podstaw staly, wysoki poziom tych bakterii utrzymywat sie do okoto polowy
badan a potem, podobnie jak w przypadku osadu kontrolnego, zaczal bardzo wyraznie spadac.
Natomiast dla osadu doszczepianego, po nieznacznym wzroscie ilosci bakterii wykorzystujacych
olej napedowy w charakterze jedynego zrodla wegla 1 energii na poczatku badan, obserwowano w
dalszym etapie badan staly, wysoki poziom tych drobnoustrojow. Miano bakterii rozkladajacych
substancje weglowodorowe ksztaltowalo si¢ na poziomie rzedu 107-107 dla osadu w komorze
pierwszej-konwencjonalnej, 102107 dla osadu w komorze drugiej-bakteryjnej i 10°-10"° dla osadu
doszczepianego w komorze trzeciej.

Liczba bakterii wolnoplywajacych w sciekach oczyszczonych (rys.49) pochodzacych z
pierwsze] komory zawierajacej osad konwencjonalny oraz z komory drugiej zawierajacej osad
wyhodowany od podstaw, utrzymywata si¢ na niskim poziomie do 36-43 dnia badan, po czym
zaczela wzrasta¢. Bylo to za pewnie wynikiem pogarszajacych si¢ zdolnoséci sedymentacyjnych
tych osadéw. Natomiast w odplywie z komory trzeciej-doszczepianej obserwowano najwigksza
liczbe bakterii wolnoptywajacych oraz najwigksze wahania ich liczby w 1 cm’. Jednakze w miare
uptywu czasu liczba tych mikroorganizmow systematycznie spadata. Ogolna liczba bakterii w
odplywie z tej komory wahala si¢ w granicach 2670-4657 w 1 cm’. Ogolna liczba bakterii w
odplywie z pierwszej komory wahata sie od 1520 do 3100 w lcm’ a w odplywie z drugiej komory
od 920 do 4150.

Rys.49. Zmiany ogdlnej liczby bakterii wolnoplg'wajqcych w odplywach z poszczegélnych
komoér w 1 cm” (3seria)
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Podsumowujac, ta seri¢ badan, nalezy stwierdzi¢, iz najlepsze efekty usuwania oleju
nap¢dowego ze Sciekéw obserwowano w przypadku osadu doszczepianego znajdujacego si¢ W
komorze III. W pierwszej czesci badan, gdy do komér dozowano 1500 mg oleju nap@doweoo/dm
skuteczno$¢ rozkladu weglowodoréw przez ten osad byta nieco gorsza od skute cznosci rozktadu
uzyskiwanego przez osad wyhodowany z aktywnych szczepéw w komorze II. Jednak od okoto 15
dnia eksperymentu osad doszczepiany zaczal uzyskiwaé najlepsze wyniki w usuwaniu
zanieczyszczen olejowych. Natomiast efekty oczyszczania osadu w komorze II systematycznie
pogarszaly si¢ wraz ze zwigkszeniem stezenia oleju napedowego w $ciekach. Od okoto 40 dnia
badan osad ten usuwatl zanieczyszczenia olejowe gorzej od osadu konwencjonalnego w komorze I,
nawet 0 50% w przypadku badan ekstraktu eterowego. W tej serii badan, $redni stopien usuwania
zanieczyszczen obliczony na podstawie badan pieciu parametréw (obnizenia wartosci BZTs i
ChZT, badan ekstraktu eterowego, chromatografii gazowej i OWO) dla osadu doszczepianego w
komorze III wynosit 63,8%, dla osadu wyhodowanego od podstaw w komorze II 43,0% a dla osadu
konwencjonalnego w komorze 1 38.8% (tabela 22 ).

Prawdopodobnie osad czynny Il jako pierwszy ulegal toksvcznemu dzialaniu skiadnikow
oleju napedowego, gdyz z jednej strony posiadal on inna- od pozostatych- strukture klaczkowatych
skupien. Byly one drobniejsze, a zatem mozliwa byla szybsza penetracja oleju do wnetrza komorek.
Z drugiej strony posiadaty one delikatniejsza warstwe sluzu, ktéry dziala jako warstwa ochronna.
Natomiast osad czynny konwencjonalny I, byl w ciagu calego okresu badan znacznie mniej
aktywny, zwlaszcza pod wzgledem enzymatycznym i dlatego jego ogdlna kondycja fizjologiczna
byla stabsza tak jak i opornos¢ na dziatanie czynnikéw szkodliwych.

4.10. Osad czynny pracujacy w warunkach zmiennego obciazenia olejem
napedowym - wyniki czwartej serii badan

W czwartej badan poréwnywano efektywnosé¢ biologicznego rozktadu sciekéw zawierajacych
olej napedowy przez osad czynny konwencjonalny, osad czynny wyhodowany od podstaw z
aktywnych szczepow 1 przez osad czynny doszczepiany. W trakcie tych badan do komor
napowietrzania dozowano S$cieki syntetyczne zawierajace zmienne st¢zenie oleju napgdowego w
granicach 50-3200 mg/dm”.

4.10.1. Charakterystyka parametrow biotechnologicznych osad6éw czynnych

Parametry biotechnologiczne osadéw czynnych przedstawiono w tabelach 18 1 19. W tej
serii badan wyjsciowy indeks osadow zostal ustalony na poziomie 56,0-60,0 cm’/g co odpovwadalo
objetodei osadéw po 0,5 pétgodzinnej sedymentacji w leju Imhoffa 280-300 cm 3/dm® i zawartosci
suchej masy 5.0 g/dm”.

Parametry technologiczne w komorze I z osadem czynnym konwencjonalnym i w komorze
I1I z osadem czynnym doszczepianym utrzymywatly si¢ mniej wigcej na statym poziomie przez caly
okres procesu oczyszczania $ciekow zaolejonych. Dopiero pod koniec badan zaobserwowano
nieznaczny wzrost indeksu tych osadow. Zupelnie inaczej ksztaltowaly si¢ te parametry dla komory
drugiej, w ktorej znajdowat sie osad wyhodowany z aktywnych wobec oleju napedowego szczepow
drobnoustrojéw. W komorze tej, obserwowano najwieksze wahania objetosci. suchej masy i
indeksu osadowego w zaleznosci od stezenia oleju napedowego w $ciekach. Do 37 dnia osad ten
stosunkowo dobrze znosit $cieki zawierajace zmienne stezenie oleju napgdowego. Dopiero po tym
czasie zaobserwowano znaczny wzrost indeksu objetosciowego tego osadu potaczony ze spadkiem
zawartosci biomasy przy niewiele zmienionej objetosci osadu w 1 dm”. Sytuacja ta utrzymywata sie
do konca badan.
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W pierwsze] komorze zawartos¢ suchej masy osadu czynnego wahata si¢ od 4,2 do 5,1
g/dm?, objetos¢ osadu czynnego wynosita od 270 do 390 cm®/dm® a indeks objetosciowy zmieniat
sie od 54,5 do 89,4 cm’/g. W drugiej komorze analogiczne wartosci wahaty si¢ nastepujaco: 1,8-5.4
g s.m./dm’, 260- 350 cm’/dm” i 56,0-143 cm®/g, a dla komory trzeciej: 4,5-5,7 g s.m./dm”>, 290-420
cm®/dm? i 58,0-85,0 cm®/g.

Obciazenie osadéw czynnych tadunkiem BZTs zmienialo sie: dla I komory od 0,011 do
0,136 mg O,/mg s.m./d, dla II komory od 0,011 do 0,233 O,/mg s.m./d i dla III komory od 0,011
do 0,132 Oy/mg s.m./d. Natomiast obciazenie osadéw zwigzkami olejowymi zmienialo si¢ w
granicach: dla I komory od 0,01 do 0,618 mg/mg s.m./d., dla II komory od 0,01 do 0,803 mg/mg
s.m./d. 1 dla III komory od 0,01 do 0,596 mg/mg s.m./d.

Odptywy z komér napowietrzania, do ktoérych dozowano $cieki z olejem napedowym,
posiadaty odczyn alkaliczny w granicach 7,3-8,3. Wzrost wartosci pH obserwowano w $ciekach
oczyszczonych opuszezajacych komore I 1 I1.

Zawartosc¢ tlenu w komorach wahata sie w granicach 1,5-3.2 mg 0,/dm”.

4.10.2. Ocena postepu procesu biodegradacji oleju napedowego

W tabelach 20 1 21 znajduja sie wyniki badan nad ubytkiem oleju napgdowego obliczone na
podstawie ekstraktu eterowego, badan chromatograficznych oraz ogélnego wegla organicznego. Jak
wida¢ wyniki te wskazuja na najlepsze efekty oczyszczania dla komory III z osadem
doszczepianym. W komorze tej obserwowano najwieksza $rednia skuteczno$¢ rozkladu ktéra
wynosita w przypadku substancji ekstrahujacych sie eterem 88,9 %, w przypadku badan
chromatograficznych 80,2% a w przypadku badan ogdlnego wegla organicznego 71,5 %. W
przypadku komory II zawierajacej osad wyhodowany od podstaw wartosci te przedstawialy sie
nastepujaco: 61,5%, 51.0%. 46.1%, natomiast w przypadku komory 1 z osadem konwencjonalnym-
68.8%, 67,2% i 52,4%. Tak wiec stopien usuwania oleju napedowego badany metoda substancji
ekstrahujacych si¢ eterem naftowym byt dla osadu III $rednio lepszy o 20,4% w stosunku do osadu
I 1 okoto 26.9% w stosunku do osadu II, w przypadku badan chromatograficznych o 24,3% 1 26,1%
a w przypadku badan ogélnego wegla organicznego o 21,6% 1 26.0%.

We wszystkich komorach uzyskano dobre rezultaty usuwania zanieczyszczen olejowych
mierzone za pomoca obnizenia wartosci BZTs 1 ChZT w odptywach z poszczegdlnych komor w
stosunku do $ciekow syntetycznych (Tabele 18, 19 1 20 oraz rysunki 50 1 51). Srednio stopien
usuwania oleju napedowego (tabela 20) wyrazony w procentach redukcji BZTs w ciagu 47 dni
trwania procesu oczyszczania wynosit dla komory 1-64.8 %, dla komory II — 62,1% a dla komory
III — 86,6% natomiast wyrazony w procentach redukcji ChZT komory I- 49,1%, dla komory II -
45,0% a dla komory III — 69.9%. Z wynikow tych wida¢ iz najlepsze rezultaty w obnizaniu wartosci
BZT i ChZT uzyskano w przypadku komory III zawierajacej osad doszczepiany aktywnymi
drobnoustrojami. Skutecznos¢ biodegradacji obliczona na podstawie obnizenia wartosci BZT dla tej
komory byla lepsza $rednio o0 21.8 % w stosunku do I komory zawierajacej osad konwencjonalny i
zmieniala sie od 5,6-33,2% w trakcie badan. Natomiast w stosunku do II komory $rednia
skutecznos¢ byla lepsza o 24.5 % i zmieniala sie w ciagu 47 dni w przedziale od 1,0-59,0%. W
przypadku obnizenia wartosci ChZT sytuacja przedstawiala si¢ podobnie: $rednia lepsza
skuteczno$¢ 111 komory w stosunku do I komory wynosita 20,8 % i zmieniata si¢ od 4,8 do38.4 %,
natomiast w stosunku do IT komory 24,9% i zmieniata si¢ od 4,1 do 58,2%.

Analize jakosciowa produktow pobiodegradacyjnych przeprowadzono na podstawie badan
chromatografii gazowej i cieczowej po 5, 16, 1 40 dobie badan.

W obrazach chromatografii gazowej i cieczowej pochodzacych z odptywoéw ze wszystkich
komér widoczny byt ubytek, w stosunku do wzorcowej préby oleju napedowego, weglowodorow
C¢-C12 (lekkie skladniki frakcji oleju) oraz lekkich weglowodorow aromatycznych (BTX),
usuwanych na skutek napowietrzania. Na podstawie badan chromatograficznych mozna stwierdzi¢
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1z, w poczatkowym okresie badan, w odptywach ze wszystkich trzech komér zauwazalne bylo
znaczace zmniejszenie spektrow sygnaléw w zakresie weglowodoréw Cio-Co4 oraz duze
zmniejszenie i rozmycie sygnalow w catym zakresie retencji struktur aromatycznych. W momencie
gdy do komor zaczeto dozowac zmienng ilo$¢ oleju, zauwazono w odptywach ze wszystkich komor
ponowne zwigkszenie spektrow sygnatow w zakresie retencji weglowodorow Ciy-Cys4 oraz
charakterystyczne maksima dla grup lzejszych weglowodoréw aromatycznych. Pod koniec badan
male sygnaty w zakresie retencji weglowodordéw C,-Cy4 oraz zmniejszenie i rozmycie sygnalow w
zakresie retencji zwiazkéw aromatycznych obserwowano jedynie dla odptywéw z komory III. W
odptywie z komory I i II sygnaly te byly wyraznie zauwazalne, cho¢ byty oczywiscie mniejsze 1
bardziej rozmyte niz analogiczne sygnaty pochodzace od oleju napedowego w $ciekach surowych
(rysunek 52, 53 i 55). Analiza powyzszych wynikéw wskazuje na najlepsza skutecznos¢ w
usuwaniu weglowodoréw oleju napedowego ze $ciekéw w przypadku osadu doszczepianego
znajdujacego si¢ w komorze III.

4.10.3. Wyniki badan enzymatycznych

Wyniki badan nad aktywnoscia enzymatyczna biomasy osadéw czynnych przedstawiono na
rysunkach 55, 56, 57 i 58. Z zamieszczonych wynikow widac iz, wykresy dla obu aktywnosci maja
bardzo podobny przebieg. Na poczatku doswiadczenia najwieksza aktywnoscia odznaczat sie osad
w komorze II wyhodowany z aktywnych szczepéw drobnoustrojow od podstaw, natomiast
najnizszg aktywnoscig odznaczal sie osad w komorze I (konwencjonalny). W trakcie trwania badan,
wraz z dozowaniem $ciekdw o réznej zawartosci oleju napedowego, zaobserwowano powolny
spadek aktywnos$ci enzymatycznej osadu w komorze II zwiazany z pogarszaniem si¢ warunkow
oczyszczania w te] komorze. W tym samym czasie osad konwencjonalny uzyskiwal coraz to
wigkszg aktywno$¢ enzymatyczng wraz z adaptacjg jego mikroflory do weglowodorow oleju
napedowego. To samo zjawisko, wzrostu aktywnosci enzymatycznej, zaobserwowano dla osadu
doszczepianego. W efekcie koncowym najwieksza aktywnoscia enzymatyczna odznaczat si¢ osad
doszczepiany nastepnie osad konwencjonalny a najnizsza aktywnos¢ posiadal osad wyhodowany z
aktywnych szczepow. Zaobserwowano takze pewne wahania wartosci aktywnosci enzymatycznej,
wieksze dla aktywnosci esterazowej, zwigzane ze zmieniajacym si¢ stezeniem oleju napedowego w
$ciekach.

Wartosci aktywnosci dehydrogenazowej, w tej serii badan, w przeliczeniu na sucha mase
osadu czynnego (rys. 55) zmienialy si¢ w granicach: dla komory I od 0.5 do 38,2 uM TF/g s.m., dla
komory II od 10.1 do 42,3 uM TF/g s.m. i dla komory III od 30,2 do 54,4 uM TF/g s.m..

Natomiast wartosci aktywnosci dehydrogenazowej w przeliczeniu na zawarto$¢ biatka w
biomasie osadu czynnego (rys. 56) zmienialy sie w granicach: dla komory I od 4.1 do 17.3 uM
TF/mg, dla komory II od 7,3 do 22,3 uM TF/mg i dla komory III od 17.2 do 22,4 uM TF/mg.

Wartoéci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na sucha mase (rys.57) zmienialy sie w
granicach: dla komory I od 0.55 do 1,19 pg fluoresceiny/mg s.m., dla komory II od 0.2 do 1.5 ug
fluoresceiny/mg s.m. i dla komory III od 0,85 do 1,58 pg fluoresceiny/mg s.m.

Natomiast wartosci aktywnosci esterazowej w przeliczeniu na zawarto$¢ biatka (rys.58)
zmienialy sie w granicach: dla komory I od 1,0 do 3,9 pg fluoresceiny/mg, dla komory II od 0.9 do
4,7 ng fluoresceiny/mg i dla komory III od 2,0 do 6,8 pg fluoresceiny/mg.
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Tabela 18. Parametry technologiczne stosowane podczas biodegradacji oleju napedowego przez osad czynny ( 4 seria ).

Parametr Numer komory DNI:
1 2 3 5 7 9 11 12 14 16 18 19 21 23 25 26 28 30 32
Objetos¢ osadu po 0,5 godzinnej 1 300 | 290 | 290 | 290 | 270 | 280 | 290 | 290 | 310 | 300 | 310 | 310 | 300 [ 300 | 300 | 310 | 300 | 320 | 320
sedymentacji w leju Imhofa 2 280 | 290 | 300 | 310 | 320 | 310 |310 | 310 | 300 | 290 | 280 | 280 | 290 [ 290 | 300 | 300 | 310 | 310 | 300
em’/ dm’ 3 290 | 295 | 310 | 320 | 340 | 320 |320 | 330 | 350 | 370 | 380 | 350 | 340 | 340 | 320 | 360 | 350 | 350 | 370
Sucha masa 1 5000 | 4900 | 4850 | 4720 | 4527 | 4400 | 4550 | 4690 | 4900 | 4850 | 4900 | 4920 | 5010 | 5030 | 5000 | 4970 | 4850 | 5090 | 5120
mg /dm’® 2 5000 | 5030 | 5150 | 5238 | 5400 | 5179 | 5220 | 5290 | 5100 | 4900 | 4850 | 4700 | 4800 | 4850 | 4780 | 4700 | 4550 | 4500 | 4480
3 5000 | 5050 | 5200 | 5279 | 5450 | 5300 | 5350 | 5300 | 5700 | 5640 | 5500 | 5350 | 5450 | 5400 | 5200 [ 5500 | 5550 | 5430 | 5341
Indeks osadu ecm®/ I | 60.0 1 592 | 598 | 614 | 59.6 1545 | 63,7 61.8] 633|619 |633]630]599] 5961 6001|624 1619|629 (62,5
2 56,0 | 57.7 | 58.3 | 59.2 1593|599 | 594 | 58,6 | 58,8 | 59,2 | 57,7 | 59.6 | 60.4 | 59.8 | 62,8 | 63,8 | 68,1 | 68,9 | 67,0
3 58.0 | 58.4 | 59.6 | 60.6 [62.4 | 60,4 | 598 | 62,3 | 614 | 656 | 69,1 | 654 | 62,4 | 63,0 | 61,5 | 65,5 | 63,1 | 64,5 | 69,3
BZTs $cickéw surowych 54 126 | 176 | 225 | 160 | 244 | 187 | 176 | 450 | S63 | 421 | 495 | 310 | 231 | 421 | 580 | 402 | 495 | 525
mg O,/ dm’
BZTs $ciekéw oczyszezonych 1 18 36 62 55 61 71 69 67 162 | 197 | 131 | 110 | 68 38 109 | 166 | 109 | 77 | 200
mg O,/ dm® 2 5 21 28 24 22 40 37 41 104 | 122 | 118 | 144 | 96 54 147 | 197 | 125 | 95 | 257
3 2 12 18 21 14 23 21 22 59 51 42 50 28 16 34 57 36 50 87
Cbcigzenic osadu ladunkiem BZTs | 0,011 ]0.026] 0,036 | 0,048 | 0,035 | 0,055 0,041 | 0,038 } 0,092 | 0,11 [0,086| 0,1 |0,062 0946 |0,084 0,117 (0,083 {0,097 | 0,102
Mg O,/ mg s.m. / d 2 0011 | 6,025 | 0,034 | 0,048 | 0.03 |0.047 | 0,035 | 0,033 | 0,088 | 0,11 | 0.087 | 0,105 | 0,065 | 0,048 | 0,088 | 0.123 | 0,088 | 0,11 | 0,117
) . 3 0,011 0,025 ] 0,034 | 0,043 | 0,029 | 0,046 | 0,035 | 0,033 | 0.079 | 0,095 | 0,077 | 0,093 | 0.057 | 0,043 | 0,081 | 0,105 | 0,072 | 0,091 | 0,098
Obcigzenic osadu zwigzkami olejowymi | 0,01 {0,061 {008210,159{ 0,12 | 0,18 | 0,132 | 0,085 | 0,327 | 0,433 | 0306 | 0,346 | 0,19 | 0,139 | 0,3 | 0,443 | 0,289 | 0,334 | 0,352
mg oleju napgdowego / mg s.m. / d 2 0,01 | 006 | 0,078 | 0,143 | 0,101 [ 0,154 | 0,115 | 0,076 | 0.314 | 0,429 | 0309 | 0,361 | 0.208 | 0.144 | 0,314 | 0,468 | 0,31 | 0,377 | 0,402
3 0,01 ]0,05910,077 | 0,14 0,1 [0,151]0,112 {0,075 (0,281 0,372 10273 [ 0318 | 0.183 | 0,13 {0288 | 04 (0,252 0313 0,337
ChZT §ciekéw surowych 72 | 207 | 293 | 461 | 320 | 488 | 373 | 293 | 970 | 1150 | 937 | 990 | 646 | 492 | 937 | 1290 | 820 | 990 | 1050
mg/dm?
ChZT $§cickéw oczyszezonych [ 31 107 | 152 [ 241 | 177 | 216 | 172 | 185 | 631 | 681 | 485 | 491 | 260 | 164 | 343 | 417 | 312 | 410 | 462
mg/dm’® 2 27 81 123 | 160 | 121 | 166 | 124 | 114 | 407 | 403 | 431 | 614 | 373 | 217 | 457 | 553 | 451 | 439 | 734
3 19 64 91 141 1 102 | 137 | 93 73 | 262 | 299 | 253 | 324 | 194 | 141 | 250 | 316 | 254 | 248 | 326
Odczyn $cickow odplywajacych 1 76 | 78 | 78 |77 |17 |16 | 77|76 | 77|76 | 757675767576 |77 76|76
pH 2 725175176 751767576 |75 7576|7676 |77 76|77 |77|77]|76/|78
3 7517517575175 |175]173 7417574173 |75]176|76176]175|715]1751]75
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Tabela 19. Parametry technologiczne stosowane podczas biodegradacji oleju napedowego przez osad czynny ( 4 seria cd. ).

Parametr Numer komory DNI:
33 35 37 39 40 44 46 47
Objetos¢ osadu po 0,5 godzinnej 1 340 340 360 370 380 390 380 380
sedymentacji w leju Imhofffa p: 320 340 350 350 330 300 290 260
em’/ dm’ 3 380 390 410 420 400 410 390 380
Sucha masa 1 4850 4950 5020 4720 4600 4670 4500 4250
mg / dm’ 2 4300 4150 3860 3490 2850 2120 2050 1820
3 5100 5150 5200 4950 4760 4890 4680 4470
Indeks osadu cm®/ g | 70.1 68.7 71.7 78.4 82.6 83.5 844 89.4
2 74.4 81.9 90,7 100 116 142 142 143
k) 74,5 81.9 78.8 84,8 84,0 83.8 83.3 85,0
BZTs §cickéw surowych 563 669 685 525 421 495 396 123
mg O,/ dm’
BZTs $ciekdw oczyszczonych I 225 301 305 250 209 251 218 71
mg O, /dm’ 2 287 401 437 357 306 379 329 107
3 81 112 151 123 96 87 103 37
Obcigzenie osadu ladunkiem BZTs 1 0,116 0,135 0,136 0,111 0,091 0.106 0.088 0,029
Mg O,/ mg s.m. /d 2 0.131 0.161 0.177 0,15 0,148 0233 0,193 0,068
] 3 0,110 0,129 0,132 0,106 0,088 0.101 0,085 0,028
Obcigzenie osadu zwigzkami olejowymi 1 0.515 0,586 0,618 0,381 0,326 0,364 0,267 0,047
mg oleju napgdowego / mg s.m. / d 2 0,581 0.699 0,803 0516 0,526 0.802 0,585 0,11
3 0,49 0.563 0,596 0,364 0315 0,348 0,256 0,045
ChZT $cickow surowych 1250 1520 1630 1050 937 990 792 205
mg/dm’
ChZT Sciekéw oczyszczonych 1 588 725 823 578 485 538 473 129
mg/dm’ 2 875 1046 1226 832 753 838 709 189
3 438 534 595 418 304 274 260 69
Odczyn $cickow odplywajgcych i 1,7 7.8 7.8 7,9 7.7 7.8 7.9 7,8
pH 2 8.3 7.9 8.0 8.0 8,0 83 8.3 8.2
3 7.5 1,5 7,5 7,5 7.6 7,6 7.3 13
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Tabela 20. Roznice w usuwaniu oleju napgdowego, mierzone na podstawie badan BZTs, ChZT i ekstraktu eterowego, przez osad czynny
(0.I), przez osad czynny wyhodowany z aktywnych szezepoéw od podstaw (0.IT) i przez osad czynny doszczepiany aktywnymi szczepami
(0.II1) ( 4 seria).

Stopien  usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan :
Dni BZTs ChZT Ekstrakt eterowy
0.1 0.1T | 0.1 | Roéznica Réznica | 0.1 0.11 0.111 | Roznica | Rdéznica 0.1 0.11 0.111 Réznica | Réznica
0.111-0.1 0.111-0.11 0.111-0.1 | 0.111-0.11 0.111-0.1 | 0.111-0.11
1 66,7 | 83,3 | 92,6 25,9 9,3 57,0 | 62,0 | 73,0 16,0 11,0 - - - - -
2 71,5 | 83,3 | 90,7 19.9 7,4 483 | 61,0 | 69,0 20,7 8,0 81,0 88,0 95,0 14,0 7,0
3 65,0 | 84,0 | 90,0 25,0 6,0 48,0 | 58,0 | 69,0 21,0 11,0 - - - - -
5 75,7 | 89,5 | 90,5 14,8 1,0 47,8 | 653 | 694 21,6 4,1 83,2 90,0 92,0 6,8 2,0
7 62,0 | 86,0 | 91,0 29.0 5,0 447 | 62,3 | 68,0 23,3 5,7 - - - - -
9 70,9 | 83,6 | 90,5 19,6 6,9 55,8 | 66,0 | 72,0 16,2 6,0 82,1 84,5 91,5 9,4 7,0
11 63,0 | 80,0 | 89,0 26,0 9,0 54,0 | 66,7 | 75,0 21,0 8,3 - - - - -
12 | 61,9 | 76,6 | 87,5 25,6 10,9 37,5 | 61,0 | 75,0 37,5 14,0 77,0 90,4 95,2 18,2 4,9
14 | 64,0 | 77,0 | 87,0 23,0 10,0 350 | 58,0 | 734 38.4 15,4 - - - - -
16 | 65,0 | 78,3 | 91,0 26,0 12,7 40,8 | 65,0 | 74,0 33,2 9,0 72,2 83,1 94,1 21,9 11,0
18 | 69,0 | 72,0 | 90,0 21,0 18,0 48,2 | 54,0 | 73,0 24,8 19,0 - - - - -
19 | 77,8 | 71,0 | 90,0 12,2 19,0 50,4 | 38,0 | 67,3 16,9 29,3 76,0 77,2 90,5 14,5 13,3
21 78,0 | 69,0 | 91,0 13,0 22,0 59,71 423 | 70,0 10,3 27,7 - - - - -
23 | 83,5 | 76,5 | 93,0 9,5 16,5 66,6 | 558 | 714 4,8 15,6 80,1 80,9 92.4 12,3 11,5
25 | 74,0 | 65,0 | 92,0 18,0 27,0 63,4 | 51,2 | 733 9,9 22,1 - - - - -
26 | 71,4 | 66,0 | 90,2 18,8 24,2 67,7 | 57,1 | 755 7,8 18,4 77,2 67,3 92,2 15,0 24,9
28 | 73,0 | 65,0 | 92,0 19,0 27,0 62,0 | 45,0 | 69,0 7,0 24,0 - - - - -
30 | 844 | 80,8 | 90,0 5,6 9,2 58,6 | 55,7 | 75,0 16,4 19,3 72,1 62,2 90,1 18.0 27,9
32 | 62,0 | 51,0 | 83,5 21,5 32.5 56,0 | 30,1 | 69.0 13,0 38,9 60,3 43,5 87.6 27,3 44,1
33 | 60,1 | 49,0 | 85,6 25,5 36,6 53,0 | 30,0 | 65,0 12,0 35,0 - - - - -
35 | 55,0 | 40,0 | 83,2 28,2 43,2 5231 31,2 | 64,3 12,0 33,1 56,7 35,0 85,2 28,5 50,2
37 | 55,5 ] 36,2 | 78,0 22,5 41,8 495 | 24,8 | 63,5 14,0 38,7 - - - - -
39 | 523 | 32,0 | 76,5 24,2 445 45,0 | 20,8 | 60,2 15,2 39,4 51,2 30,2 80,4 29,2 50,2
40 | 50,4 | 27,3 | 77,1 26,7 49,8 48,2 | 19,6 | 67,6 19,4 48,0 - - - - -
44 | 492 | 23,4 | 82,4 33,2 59,0 45,7 | 154 | 723 26,6 56,9 49,2 21,7 80,1 30,9 58,4
46 | 45,0 | 17,0 | 74,0 29,0 57,0 403 | 10,5 | 67,2 26,9 56,7 - - - - -
47 | 42,1 | 13,2 1 70,0 27,9 56,8 37,2 8,0 66,2 29,0 58,2 38,3 12,3 76,3 38,0 64,0
Sred | 64,8 | 62,1 | 86,6 21,8 24,5 49,1 | 45,0 | 69,9 20,8 24,9 68,3 61,9 88,7 20,4 26,9
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Tabela 21. Roznice w usuwaniu oleju napedowege, mierzone na podstawie badan
chromatografii gazowej i ogdlnego wegla oerganicznego, przez osad czynny (0.1), przez osad
czynny wyhodowany z aktywnych szczepow od podstaw (OII) i przez osad czynny
doszczepiany aktywnymi szczepami (O.I11).

Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan :

Chromatografia gazowa OoOwWO
Dni
0.1 0.0 0.I1 | Réznica | Roznica 0.1 0.11 0.l | Roéznica | Roznica
0.111-0.1 | 0.111-0.11 0.111-0.1 | 0.111-0.11
2 65,5 | 90,0 94.7 19.2 4.7 63.1 85.1 87.5 24 4 2.4
5 [660] 915 ] 954 | 184 3.9 62.7 78.0 86.0 233 8.0
12 | 665 890 | 943 16,8 53 63,0 74.1 85.3 223 112

16 | 670 | 840 | 958 | 188 11.8 694 | 723 887 193 16.4

19 | 730 ] 805 | 922 | 192 11,7 713 704 85.1 13.8 14,7

23 | 755 | 71,0 | 945 | 190 | 235 67,5 557 86.1 186 | 304

28 | 720 | 700 | 903 | 183 20.3 63.1 532 843 212 31,1

33 | 700 | 480 | 878 17.8 39.8 50,2 40.1 79.0 28.8 38.9

37 | 624 | 362 | 852 | 228 49 523 385 75.1 228 36.6

44 1541 ] 232 | 804 26,3 572 53,1 28.9 74,3 21.2 454

47 1503 | 192 | 791 | 288 599 50.2 213 715 213 50.2

Sred | 65,7 | 63,9 | 89,97 24,3 26,1 60,5 56,1 82,1 21,6 26,0

Rys.50. Wartosci BZT5 w przebiegu procesu biodegradacji oleju napgdowego przez
badane osady czynne (4 seria).
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Rys.51. Wartosci ChZT w przebiegu procesu bicdegradaciji oleju napedowego przez
badane osady czynne (4 seria).
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4.10.4. Liczebnos¢ bakterii rozkladajacych weglowodory w osadach czynnych i bakterii
wolnoplywajacych w $ciekach oczyszcezonych

Miano bakterii rozktadajacych olej napedowy utrzymywalo si¢ mniej wigcej na tym samym
poziomie we wszystkich osadach w czasie trwania badan. Najwieksze rzedu 107~ 10™° dla osadu w
komorze trzeciej-doszczepianej, nastepnie 10°-107 dla osadu w komorze drugiej, dalej 10°-107
dla osadu konwencjonalnego w komorze pierwsze;j.

Rysunek 59 przedstawia zmiany ogoélnej liczby bakterii wolnoplywajacych w odptywach z
poszczegolnych komér w 1 cm®. Na poczatku badan w odplywie z komory trzeciej-doszczepianej
zauwazono najwieksza liczbe bakterii wolnoplywajacych. Jednakze w miare uplywu czasu liczba
ich ustabilizowata si¢ na podobnym poziomie. Obserwowano jedynie pewne wahania liczby
bakterii, w statym zakresie wartosci, zwigzane z wprowadzanie szczepionki bakteryjnej do osadu co
siedem dni. Natomiast liczba bakterii wolnoptywajacych w $ciekach oczyszczonych pochodzacych
z drugiej komory od poczatku badan systematycznie wzrastala. Bylo to za pewnie wynikiem
pogarszajacych si¢ zdolnosci sedymentacyjnych tego osadu. W odptywach z komory pierwszej
liczba bakterii do 30 dnia badan utrzymywala si¢ na mniej wigcej stalym poziomie. Po tym czasie
obserwowano wzrost liczby bakterii w odptywach z tej komory. Ogélna liczba bakterii w odplywie
z pierwszej komory wahata si¢ od 3100 do 4900 w 1cm’. W odplywie z drugiej komory od 3500 do
6000 , a w odplywie z komory trzeciej od 3300 do 4800 w lcm °.
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Rysunek 52. Chromatografia gazowa

(4 seria)
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Rysunek 53. Chromatografia gazowa i cieczowa odplywéw z komory II po 5, 16 i 40 dniach

(4 seria)
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komory III po 5, 16 i 40 dniach
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Rysunek 54. Chromatografia gazowa

(4 seria)
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Aktywnos$é dehydrogenazowa uMTFigs.m.

Rys.55. Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osaddw czynnych w przeliczeniu na
sucha mase (4 seria).
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Rys.56. Zmiany aktywnosci dehydrogenazowej osaddéw czynnych w przeliczeniu na
zawartos¢ biatka (4 seria).
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Rys.57. Zmiany aktywnosci esterazowej osaddw czynnych w przeliczeniu na suchg
mase (4 seria).
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Rys. 58. Zmiany aktywnosci esterazowej osadoéw czynnych w przeliczenit
na zawartosé bialtka (4 seria).
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Rys.59. Zmiany ogélnej liczby bakterii
wolnoplywajacych w odplywach z
poszczegolinych komoér w 1 cm3 ( 4 seria ).
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Podsumowujac, ta seri¢ badan, nalezy stwierdzi¢, iz w przypadku dozowania do komor
napowietrzania zmiennego stezenia oleju napedowego w granicach od 50 do 3100 mg/dm’
obserwowano najlepsze efekty oczyszczania, tak samo jak w poprzednich seriach badan, w
przypadku osadu doszczepianego znajdujacego sie¢ w komorze IIl. Przez caly czas badan osad ten
odznaczal si¢ najlepszymi wynikami biodegradacji oleju napedowego. Stopien usuwania
zanieczyszczen olejowych ze §ciekéw zmienial sie w zaleznosci od aktualnego stezenia oleju w
komorze, jednak przez caly czas trwania badan byt wysoki w przypadku tego osadu. W
ostatecznym efekcie, $redni stopien usuwania zanieczyszczen obliczony na podstawie badan pieciu
parametrow (obnizenia wartosci BZTs i ChZT, badan ekstraktu eterowego, chromatografii gazowej
1 OWO) dla osadu doszczepianego wyniost 83,5%. Natomiast osad wyhodowany z aktywnych
szczepow w komorze II bardzo zle znosit skokowe zmiany stezenia oleju napedowego w $ciekach.
Po pierwszym okresie skutecznego usuwania tych zanieczyszczen nastapito stopniowe i
systematyczne pogorszenie warunkOw oczyszczania w te] komorze. To samo zjawisko, nie tak
gwaltowne jednak jak dla osadu bakteryjnego, obserwowano dla osadu konwencjonalnego w
komorze 1 i to dopiero pod koniec badan. W wyniku tej serii badafn $redni stopien usuwania
zanieczyszczen olejowych ze $ciekow dla osadu konwencjonalnego wynidst 61,7%. Natomiast
sredni stopien oczyszczania dla osadu wyhodowanego od podstaw w komorze II byl najgorszy i
wyniost 57,8% (tabela 22).



Tabela 22. Procentowe obnizenie zawartosci oleju napedowego w czasie biodegradacji przez
osad czynny konwencjonalny I, przez osad czynny wyhodowany z aktywnych szczepéw II i
przez osad doszczepiany III.

Sredni stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie
Seria Numer badan: ) )
badan komory | BZTs | ChZT | Ekstraktu | Chromatografii | OWOQ | Srednio
eterowego gazowej

I 52,8 32,3 82,2 79.9 89.1 67.3

I 78,5 66,5 90,1 92.6 92,3 84,0

1 111 80,5 66.9 92,2 93,7 92,7 85,2

11-1 25,7 34,2 759 12,7 3,2 16,7

111-1 27,7 34,6 10,0 13,8 3,6 17,9

111-11 2,0 0.4 2,1 1.1 0.4 1,2

1 47,8 32,7 63,5 67.9 54.8 53,3

11 59.0 47,0 74.6 73,6 59,1 62,7

2 111 69.4 57,7 85.8 83,1 67.2 72,6

I1-1 11,2 14,3 11,1 5.7 4.3 9,3

I11-1 21,6 25,0 22.3 15,2 12,4 19,3

1T1-11 10,4 10,7 11,2 9,5 8.1 9,98

1 36,5 25,0 49.7 46,9 36,1 38,8

11 45,2 30.4 57,7 50.5 31,2 43,0

3 111 62.0 52.4 78,3 70,3 55.8 63,8

11-1 8.7 5,4 8.0 3.6 - 6,4

111-1 255 27,4 28.6 23,4 19,7 24,9

111-11 16,8 22,0 20,6 19,8 24,6 20,8

1 64.8 49,1 68,3 65,7 60,5 61.7

11 62,1 45.0 61,9 63.9 56.1 57,8

4 111 86.6 69.9 88.7 90.0 82.1 83.5

111-1 21,8 20.8 20.4 243 21,6 21.8

111-11 24,5 24.9 26.9 26,1 26.0 25,7
1 553
Srednia z 11 61,9
czterech 111 , 76.3
Serii 11-1 6.6
111-1 C . . 21,0
IT1-11 14,4

4.11. Wyniki badan statystycznych

Analiza statystyczna oparta zostala o wyniki stopnia usuwania zanieczyszczen w %, przez
badane osady czynne, uzyskane we wszystkich seriach badan na podstawie analiz BZTs. ChZT,
ekstraktu eterowego, chromatografii gazowej i OWO. Wyniki analiz statystycznych przedstawiono
w tabeli 23. Rysunki 60-64 stanowia ilustracje graficzna odwréconych dystrybuant empirycznych
(to znaczy, ze osie tych wykresow zostaly zamienione miejscami).



Rys. 60. Stopien usuwania oleju napedewege w % na pedstawie badan BZTs w funkcji
prawdopodebienstwa skumulowanego
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Rys. 61. Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan ChZT w funkcji
prawdopodobienstwa skumulowanego
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Rys. 62. Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan ekstraktu eterowego w
funkcji prawdopodobienstwa skumulowanego
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Rys. 63. Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan chromatografii
gazowej w funkeji prawdopodobienstwa skumulowanego
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Rys. 64. Stopien usuwania oleju napedowego w % na podstawie badan OWO w funkcji
prawdeopodobienstwa skumulowanego
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Wspolczynniki korelacji, bliskie jednosci, oraz mate wartosci odchylenia standartowego
otrzymane z liniowej aproksymacji kazdej dystrybuanty empirycznej $wiadcza o wysokiej
zaleznosci liniowe] pomiedzy prawdopodobienstwem skumulowanym a stopniem usuwania oleju
napedowego we wszystkich przypadkach.

W celu zbadania istotnosci statystycznej roznic miedzy wartosciami procentowego usuniecia
badanych zanieczyszczen przez poszczegolne osady, zastosowano test Studenta. Badania
prowadzono na dwoch poziomach istotnosci: 0,01 i 0,05. W wigkszosci przypadkow wykazano
istotno$¢ statystyczna roéznic pomiedzy S$rednimi stopniami usuwania oleju napedowego w
poszczegdlnych komorach. Jedynie w trzech przypadkach, réznica w stopniu usuwania oleju w %
na podstawie badan: ekstraktu eterowego, badan chromatograficznych i badan OWO pomiedzy
komorg 11 I , okazata si¢ nieistotna. Nieistotno$¢ tych roznic wynikla prawdopodobnie z dwoch
przyczyn: pierwsza przyczyna mogla by¢ zbyt mata liczba pomiaréw dla tych trzech metod
badawczych, a druga moze bardziej istotniejsza, bylo pogarszanie si¢ warunkéw oczyszczania w
komorze II na skutek toksycznego wptywu wysokich stezen oleju na klaczki osadu czynnego.

Wyniki tych badan potwierdzaja najlepsza $rednia skuteczno$é biodegradacji oleju
napedowego przez osad doszczepiany a najgorsza przez osad konwencjonalny w calym zakresie
stosowanych stezen. Stopien usuwania oleju ze $ciekow w przypadku osadu czynnego
wyhodowanego z aktywnych szczepow od podstaw byt zalezny od koncentracji oleju. Przy niskich
stezeniach osad ten usuwal zanieczyszczenia olejowe z duza skutecznoscia, przewyzszajacq
skuteczno$¢ osadu doszczepianego, a przy wysokich stezeniach z bardzo niskg skutecznoscia,
ponizej skutecznosci osadu konwencjonalnego.
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Tabela 23. Zestawienie parametrow statystycznych

Stopien usuwania oleju napedowego w % przez badane osady (w komorach: I, ITi I11 ) na podstawie badan:

Parametry BZTs ChZT Ekstrakt eterowy Chromatografia OwWO
Statystyczne gazowa
I 11 111 | 11 111 | 11 11 I 11 I 1 11 111
Liczba
pomiaréw 79 79 79 79 79 79 66 66 66 36 36 36 36 36 36
Warto&é §rednia | 52.02 60,86 75.88 37,04 46,47 62.53 65,31 71,09 85.95 643 68,54 84,05 58,54 57,65 73,84
Odchylenie 13.83 20,46 11,07 13.77 2032 8,89 14,88 2342 7.49 13,45 2454 10,49 19.43 25,02 17,08
standardowe

Liniowa aproksymacja dystrybuanty empirycznej

Y=A+BX
A 2820272 | 26.83563 | 56.63388 | 13.46738 | 12.53535 | 47,25725 | 39.48494 | 33,75156 | 73,06266 | 4098619 | 2801778 | 6595317 | 2493444 | 13 85587 | 4482349
B 47.04463 | 67.19964 | 38.00309 | 46,55942 | 67,02019 | 30,17192 | 5088041 | 73,57006 | 25,39894 | 4536741 78,8627 3521004 | 6538703 | 85,22641 56,4732
Wsp6lezynnik
ko relacji 0,98809 0,95402 0.99686 0,98223 095818 0.98597 0,99481 091377 0.98641 098716 0.94042 0,98236 0,98494 0,9967 0,96736
Odchylenie o
standardowe 2,14 6,17 0.88 2,60 5,85 1.49 1.52 9,59 1,24 2,18 847 1,99 341 2,06 4,39
Test t-Studenta dla dwdch wartosci §rednich w komorach:
1-11 I-111 TI-111 I-11 I-111 11111 I-11 1-111 1-111 I-11 I-111 1-111 I-11 1-111 11-111
Warto$¢ funkeji
Studenta, a=0,01
T 3,18056 11,9652 5.73598 341394 13,82418 6.438 1,69355 10,06991 491049 0,90999 6,94651 348514 -0,16729 3,55016 3,2062
P 0,00177 | 8.0x 10| 49x10* | 8.16x10" | 6.91x107 | 142x107 | 0,9275 5,5x10™ | 2,68x10° | 036595 | 1.56x107 | 8.53x10" | 0.86762 | 6,93x10™ | 0,00203
Warto$¢ funkeji
Studenta, a=0,05
T 3.18056 1196562 5,73598 3,41394 13,82418 6,438 1,69355 10,06991 491049 0.90999 6.94651 348514 -0,16729 355016 3,2062
p 0.00177 | 80x 102 | 49x10® | 8.16x10" | 6.91x10%" | 142x107 | 0,09275 | 5.5x10" | 2.68x10° | 036595 | 1.56x10” | 8,53x10™ | 086762 | 6,93x10™ | 0,00203
Istotnoé¢ réznicy
$rednich
o=0,01 Istotna Istotna Istotna Istotna Istotna Istotna Nieistotna Istotna Istotna Nieistotna Istotna Istotna Nieistotna Istotna Istotna
o=0,05 Istotna Istotna istotna istotna istotna istotna nieistotna istotna Istotna nieistotna istotna istotna nieistotna istotna Istotna

X- prawdopodobienstwo, ze Y < Y,

Y- Stopien usuwania oleju napgdowego w %

o- poziom istotnosci

t- parametr (-Studenta

p-prawdopodobieistwo, 7¢ t > {,.. gdy p<a. to réznica w wartodciach Srednich jestistotnie rézna
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lll. Biosorpcja oleju napedowego przez osad czynny

4.12. Wyniki badan nad biosorpcja oleju napedowego przez osad
czynny konwencjonalny i doszczepiany

Do badan nad biosorpcja oleju napedowego na klaczkach osadu czynnego wybrano stezenie
osadu 5,0 g s.m/dm® oraz stezenie oleju napedowego 0.5 cm’ (400mg substancji
weglowodorowych / 150 c¢m® hodowli ). Podyktowane to bylo wczesniejszymi badaniami nad
poprawg efektywnosci oczyszczania $ciekow zaolejonych, w ktdryvch stezenie osadu 5,0 g s.m./dm”
bylo stezeniem poczatkowym wszystkich eksperymentéw, natomiast w st¢zeniach oleju
napedowego powyzej 3000 mg/dm3 obserwowano juz gwaltowne pogorszenie stanu
fizjologicznego osadéw czynnych.

Wyniki badan zmian stezen oleju napedowego, podczas jego kontaktu z biomasa osaddéw
czynnych, oparte na analizie ekstraktoéw eterowych, przedstawione zostaly w tabelach 24 1 25 oraz
na rysunkach 65 i 66. Wydajnos¢ proceséw ckstrakcji wahala si¢ w granicach 72,4-83.5 %.
Najszybszy 1 najwigkszy spadek stezenia oleju napedowego w cieczy nadosadowej,
zaobserwowano w hodowlach zawierajacych osad czynny doszczepiony —aktywnymi
drobnoustrojami (tabela 235, rysunek 66). W tym przypadku nie wykryto obecnosci substancji
ekstrahujacych si¢ eterem naftowym juz po siedmiu godzinach trwania eksperymentu. Podczas gdy,
W tym samym czasie, w hodowlach w ktérych znajdowat si¢ osad czynny Kkontrolny-
konwencjonalny zaobserwowano jeszcze okoto 60 mg tych substancji, a po czasie 120 godzin okoto
10 mg (tabela 24, rysunek 65). Jednakze juz godzinny kontakt osadu czynnego-doszczepionego ze
Sciekami zawierajacymi olej napedowy pozwolil na usuniecie z nich 64,2% substancji
ekstrahujacych si¢ eterem naftowym. W przypadku osadu czynnego-kontrolnego podobny efekt byl
widoczny dopiero po uptywie 3 godzin (67.2%). Podobne wyniki uzyskano badajac ekstrakty
pochodzace z biomasy osadéw czynnych. W przypadku osadu czynnego-doszczepionego ilos¢
substancji olejowych zaadsorbowana na jego biomasie wzrastala do 5 godziny trwania badan 1
osiagneta warto$¢ okolo 351 mg. a nastepnie zaczeta male¢. Po 120 godzinach nie zaobserwowano
juz w biomasie tego osadu substancji ekstrahujacych sie eterem naftowym. Natomiast w hodowlach
z osadem czynnym-kontrolnym obserwowano maksimum substancji olejowych zaadsorbowanych
réwniez po 5 godzinach, okolo 222 mg, natomiast po 120 godzinach w biomasie znajdowalo si¢
jeszcze okoto 38 mg zwiazkow weglowodorowych. W trakcie tego doswiadczenia obserwowano
wiec szybszy ubytek oleju napedowego znajdujacego sie w cieczy hodowlanej, a co za tym idzie
wieksza adsorpcje oleju na klaczkach i tym samym lepsze usuwanie substancji weglowodorowych
dla osadu czynnego-doszczepionego. Po 120 godzinach badan w hodowlach z tym osadem
widoczna byla 100% redukcja zanieczyszczen olejowych, podczas gdy w hodowlach z osadem
czynnym-kontrolnym redukcja ta siegnela 88%.

Obserwacje te potwierdzone zostaly badaniami opartvmi o analiz¢ chromatograficzna. Ich
wyniki przedstawiono w tabelach: 26 dla osadu-kontrolnego i 27 dla osadu-doszczepionego. W tych
badaniach réwniez zaobserwowano spadek stezenia oleju napedowego w cieczy nadosadowe] w
kolejnych godzinach trwania eksperymentu. Po 120 godzinach w plynie pohodowlanym
pochodzacym z hodowli z osadem czynnym-doszczepionym znajdowato sie¢ jeszcze 2.3 mg
substancji weglowodorowych a w plynie pohodowlanym pochodzacym z hodowli z osadem-
kontrolnym 37,2 mg. W tym samym czasie na klaczkach osadu czynnego-doszczepionego
znajdowato si¢ 15,2 mg substancji olejowych, podczas gdy w biomasie osadu-kontrolnego 73.2.
Osad czynny doszczepiony aktywnymi szczepami usunat z hodowli w tym czasie 95,6% oleju
napedowego, a osad-kontrolny 72,4%.

Rysunek 67 przedstawia zmiany wartosci BZTs ptynéw pohodowlanych podczas kontaktu
biomasy osadéw czynnych z olejem napedowym. Natomiast na rysunku 68 zestawiono zmiany
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wartosci BZTs w % z ogélnym efektem oczyszczania wyrazonym jako zawartos¢ oleju napedowego
w cieczy nadosadowej w % dla obu osadéw. Wyniki tych badan réwniez potwierdzaja lepszy
adsorpcyjny wplyw osadu czynnego-doszczepionego na $cieki zawierajace olej napedowy. Juz
godzinny kontakt osadu czynnego-doszczepionego z tymi $Sciekami pozwolil na usuniecie 55,7 %
zanieczyszczen oznaczonych jako BZTs, a 4-godzinny 90 %. W przypadku osadu czynnego-
kontrolnego po uptywie 1 godziny usunietych zostalo 31,2% zanieczyszczen oznaczonych jako
BZTs, natomiast po uptywie 4 godzin 64,2%.

Tabela 24. Zmiany zawartosci oleju napedowego w trakcie jego kontaktu z biomasg
osadu czynnego konwencjonalnego na podstawie badan ekstraktu eterowego.

Zawartoé¢ oleju napedowego w :

Godziny Biomasie osadu czynnego Cieczy nadosadowej Olej napedowy usuniety
% mg % mg % mg

0 0 0 100 400 0 0

1 394 157.6 54,1 2164 6,5 26
2 413 165,2 43 172 15,7 62.8

3 47.2 188.8 32.8 131,2 20 80
4 52,9 211.6 24,7 98.8 224 89,6
S 55,6 222.1 19.3 77.2 25,1 100.4
6 49,5 198 17,1 68.4 334 133.6
7 45,8 183.2 15,01 60,04 39,2 156.8
8 42,2 168.8 15 60 42.8 171.2
9 35,1 1404 14,7 58.8 50.2 200.8
10 342 136.8 13,9 55.6 51,9 207.6
24 259 103.6 13,3 53.2 60.8 2432
120 9.5 38 2,5 10 88 352

Tabela 25. Zmiany zawarto$ci oleju napedowego w trakcie jego kontaktu z biomasg
osadu czynnego doszczepianego na podstawie badan ekstraktu eterowego.

Zawarto$¢ oleju napedowego w :

Godziny Biomasie osadu czynnego Cieczy nadosadowej Olej napedowy usunigty
% mg % mg % mg

0 0,0 0.0 100,0 400.0 0.0 0,0
1 57,2 228.8 358 143.2 7.0 28.0
2 64,1 256.4 13.5 54,0 224 89.6
3 67.3 269,2 6.03 24,1 34,7 106.7
4 13,7 2048 3.7 14,7 22,6 90.5
5 87.9 3516 0.8 3.2 11,3 45.2
6 73,1 2924 0.6 24 26,3 105.2
7 28.1 112.3 0.0 0.0 71,9 287.7
8 243 97.2 0.0 0.0 75,7 302.8
9 17.4 69.4 0.0 0.0 82,7 330.6
10 11,3 45.2 0,0 0.0 88.7 354.8
24 9.03 36.1 0.0 0.0 91,0 363.9
120 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 400.0
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Rysunek 65. Zmiany zawartoéci oleju napedowago w trakeie iego kontaktu z
biomasa osadu konwencionalnego.
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Rysunek 66. Zmiany zawartosci oleju napedowego w trakcie jego kontaktu z biomasg osadu
doszczepianego.
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Tabela 26. Zmiany zawartos$ci oleju napedowego w trakcie jego kontaktu z biomasg osadu
czynnege konwencjonalnego na podstawie badan chromatograficznych.

Zawartos$¢ oleju napedowego w @
Godziny Biomasie osadu ezynnego Cieczy nadosadowej Olej napedowy usuniety
% mg % mg Yo mg
1 9.8 39,2 57.8 231,2 324 1296
2 22,4 89,6 38,7 1548 38,9 1556
5 38.6 154.4 15,2 60,8 46,2 184.8
10 38.4 1536 12,2 48.8 49.4 197.6
24 343 1372 10,5 42,0 55,2 220.8
120 183 732 23 372 724 2896

Tabela 27. Zmiany zawartosci oleju napedowego w trakcie jego kontaktu z biomasg osadu

czynnego doszczepianego na podstawie badan chromatograficznych.

Zawarto$¢ oleju napedowego w :
Godziny Biomasie osadu czynnego Cieczy nadosadowej Olej napedowy usuniety
% mg % mg % mg
1 15,6 62,42 13.6 54.59 70,8 283.0
2 12,7 50,9 10,5 42,0 76,8 3071
5 9,7 38,9 11,3 45,1 79,0 316,0
16 9,65 386 4.9 19,5 85,5 3419
24 6.4 25.6 3,85 15,4 89,8 359,0
120 3.8 152 0.6 23 95,6 3825
Rys 67. Zmiany wartosci BZT5 plynéw pohodowlanych
podczas kontaktu biomasy osadéw czynnych z olejem
napedowym.
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Rysunek 68. Krzywe adsorpcji zanieczyszczen olejowych.
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Dokonano takze analizy jakosciowej ekstraktow z biomasy i cieczy nadosadowej, w trakcie
trwania badan nad bipsorpcja oleju napedowego przez osad czynny-kontrolny i osad czynny —
doszczepiony, po uplywie 1,2,5,10,24 i 120 godzin. Analizg¢ przeprowadzono na podstawie badan
chromatograficznych.

W obrazach chromatografii gazowej, we wszystkich badanych prébach, zauwazalny byt
ubytek, w stosunku do wzorcowej proby, weglowodorow Cs-Ci; lekkich sktadnikow frakcji oleju
napedowego. Mialo to za pewnie zwigzek z usuwaniem z hodowli lotnych frakcji naftowych na
skutek napowietrzania prob. W pierwszych dwoch godzinach badan, w przypadku ekstraktow
pochodzacych z biomasy osadéw czynnych zauwazalne bylo duze spektrum sygnaléw w zakresie
retencji weglowodorow Ciz-Cas, skladnikéw charakterystycznych dla frakeji oleju napedowego. W
tym samym czasie na chromatogramach ukazujacych obraz ekstraktow cieczy nadosadowej obecne
byly takze te same sygnaly lecz o widocznie mniejszej intensywnosci. W piatej godzinie badan
sytuacja byta podobna jedynie dla chromatograméw pochodzacych z ekstraktow z hodowli dla
osadu czynnego-kontrolnego. Chromatogramy obrazujace przebieg procesu w hodowli osadu-
doszczepionego ujawnily znaczny spadek sygnaléw charakterystycznych dla oleju napgdowego
zardbwno w przypadku biomasy jak i cieczy nadosadowej. W przypadku tej hodowli tendencja ta
utrzymywata si¢ juz do konca badan. Wraz z ta tendencja w 5 i 10 godzinie badan, w przypadku
ekstraktu z biomasy, zauwazono pojawienie si¢ pojedynczego intensywnego sygnalu w zakresie
retencji Cys-Cys, nie obserwowanego w probce wzorcowej oleju. W 24 godzinie badan na
chromatogramie ekstraktu z biomasy widoczny byl wiekszy spadek intensywnosci sygnatow w
zakresie wysokowrzacych weglowodoréw C;,.Cys, ponadto w tej samej godzinie doswiadczenia na
chromatogramie ekstraktu z cieczy nadosadowej zauwazono pojedyncze, wzglednie wigksze
sygnaly w zakresie retencji weglowodoréw Cis i Ca, powodujace bardzo znaczne zréznicowanie
obrazu chromatograficznego w poréwnaniu do obrazu oleju napedowego oraz spadek
intensywnosci sygnatow wzgledem siebie, nie wynikajacy z ogdlnego zmniejszenia sie¢ stezenia
weglowodorow w ekstrakcie. Widoczny spadek stezenia oleju napedowego w hodowlach z osadem
czynnym-kontrolnym odnotowano dopiero w 10 godzinie badan. Spadek ten utrzymywat si¢ jeszcze
w 24 godzinie badan. W tym czasie zauwazono takze, podobny do hodowli osadu-doszczepianego
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lecz mniej wyrazny sygnal w zakresie retencji Cas-Cas,. W 120 godzinie badan w hodowlach osadu
czynnego doszczepianego, zardwno w ekstraktach z biomasy jak i z cieczy nadosadowej, widoczne
byly bardzo mate, sladowe sygnaty w szerokim zakresie retencji weglowodoréw Cj,-Cy4 Natomiast
w hodowli osadu-kontrolnego widoczne jeszcze byly wyrazne sygnaly w zakresie retencji
weglowodordw Ci-Cos 1 pojedyncze, wieksze sygnaly w zakresie retencji weglowodorow Cig 1
Cag.

W obrazach chromatografii cieczowej, we wszystkich badanych prébach, zauwazalne bylo
zmniejszenie, w stosunku do wzorcowej proby, intensywnosci sygnalow w zakresie retencji lekkich
weglowodoréw aromatycznych (BTX) zwiazane z napowietrzaniem badanych hodowli. W
przypadku chromatografii cieczowej, podobnie jak w badaniach chromatografii gazowej. w
pierwszych pieciu godzinach trwania eksperymentu przebieg sygnaléw byl bardzo zblizony, lecz
mniej intensywny, do sygnatow oleju napedowego, zarowno w ekstrakcie z cieczy nadosadowej jak
i w ekstrakcie z biomasy. W 10 i 24 godzinie badan, w przypadku ekstraktéw z biomasy osadu
czynnego-doszczepianego zauwazono najpierw wyrazne zmiany w intensywnosciach sygnalow
pochodzacych od pochodnych alkiloaromatycznych benzenu i naftalenu a potem sladowe sygnaty w
zakresie wysokomolekularnych potaczen aromatycznych wraz ze zmniejszaniem si¢ sygnalow od
weglowodoréw aromatycznych posiadajgcych powyzej 9 atoméw wegla w czasteczce. W 120
godzinie badan zaréwno w ekstraktach z biomasy jak i cieczy nadosadowej osadu-doszczepionego
widoczny byt wyrazny spadek intensywnosci sygnatéw wynikajacy z duzego zmniejszenia sig ilosci
weglowodoréw w ekstraktach. W przypadku osadu kontrolnego dopiero po 120 godzianach badan
zauwazono zmiany jakosciowe w chromatogramach ekstraktéw z biomasy, objawiajace sig,
podobnie jak w przypadku osadu-doszczepianego, w zmianach w intensywnosciach sygnalow
pochodzacych od pochodnych alkiloaromatycznych benzenu i naftalenu.



Rys. 69. Chromatografia gazowa i cieczowa ekstraktéw z biomasy osadu czynnego
konwencjonalnego po 2, 5, 10, 24 i 120 godzinach badan.
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Rys. 70. Chromatografia gazowa i cieczowa ekstraktdéw z cieczy nadosadowej osadu
czynnego konwencjonalnego po 2, 5, 10, 24 i 120 godzinach badan.
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Rys. 71. Chromatografia gazowa i cieczowa ekstraktéw z biomasy osadu czynnego

doszczepianego

po 2, 5,10, 24 1 120 godzinach badan.
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Rys. 72. Chromatografia gazowa i cieczowa ekstraktéw z cieczy nadosadowej osadu
czynnego doszczepianego po 2, 5, 10, 24 i 120 godzinach badan.
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IV. Ocena biotoksykologiczna oleju napedowego oraz sciekow
syntetycznych i oczyszczonych

4.13. Wyniki testow toksykologicznych

4.13.1. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego, Sciekéw surowych i oczyszczonych na
Lemna minor (rzesa drobna)

Wyniki badan dotyczacych oceny toksycznego wplywu oleju napedowego na Lemna minor
przedstawiono w tabelach 28, 29 i 30. Przeprowadzone testy wykazaty, ze olej napedowy jest
przyczyng zmian morfologicznych oraz fizjologicznych u Lemna minor. Objawialy si¢ one chloroza
lidci, ograniczeniem przyrostu biomasy rosliny i liczby czlonéw w pedzie oraz ograniczeniem
zdolnosci do fotosyntezy poprzez obnizenie zawartos$ci chlorofilu. W wyzszych stezeniach oleju
napgdowego (tab.28), obserwowano duzy spadek liczby czionéw w pedach roslin w poréwnaniu do
hodowli kontrolnej. Wynosit on przykiadowo dla stezenia 288mg oleju/dm” az 87%. W tym samym
stezeniu obserwowano obnizenie biomasy rzedu 77%, natomiast spadek zawartosci ogolnej
chlorofilu wynosit 98%. Zjawisko to w wyzszych stezeniach substancji olejowych objawialo si¢
zaawansowang chloroza widoczng w postaci wybielonych roslin. Natomiast liczba czionow w
pedzie roslin, w drugim tedcie (tab. 29), zmniejszyla si¢ o 41 % w stosunku do kontroli przy
stezeniu skiadnikéw oleju napedowego 18,6 mg/dm”. Podobne zmniejszenie wartosci, rzedu 46 %,
obserwowano w biomasie rzesy. Rownie wrazliwy na obecnos¢ tego typu zwiazkdw byt chlorofil a
(tab.30). W tym samym stezeniu zaobserwowano 66 % spadek jego wartosci w stosunku do
kontroli. W testach obserwowano takze wzrost liczby czlondéw rzesy w pedzie, biomasy rosliny i
zawartosci chlorofilu w stosunku do kontroli przy stezeniu substancji olejowych 9 mg/dm3.
Stezenie to bylo wiec stezeniem podprogowym dla Lemna minor.

Tabela 28. Wplyw oleju napedowego na rozwdj Lemna minor (1)

Badany parametr Stezenie oleju napedowego w pozvwee |mg/dm’]

0 9 18 36 72 144 288 576

Liczba wszystkich

czlonéw roélin 238 309 142 54 30 15 10 10

Zmiany Chlorozaw | Chloroza w

morfologiczne Brak Brak 11 czionach | 34 czlonach Rosliny wybielone we wszystkich czlonach

Zawarto$¢ biomasy 104,0 214.0 107.0 54,0 24-28
[mg]
Zawartos¢
chlorofilu przy 55,8 90,0 21,0 9.5 1,0-1.2
A=640nm [png]

Tabela 29. Wplyw oleju napedowego na rozwdj Lemna minor (2)

Cechy wskaznikowe testu
S,::zzg‘;“(,)‘:gou Liczba czlonow Procent liczby Biomasa [mg] Procent biomasy Zmian.y
3 czlonbw w stosunku do Morfologiczne
[mg/dm’] : :
w stosunku do kontroli | %] roélin
kontroli [%]
Kontrola 245 100 196 100 b.z
9 253 103,3 220.6 112,6 Czlony zielone
10,8 140 57,14 114.4 58,36 Bardzo drobne
12,96 128 52,24 1010 51,53 Staba chloroza
15,6 127 51.83 101,6 51,83
18,6 101 41,22 90,8 46,32

128




Tabela 30. Zmiany zawartos$ci chlorofilu a i b u Lemna minor w obecno$ci réznych stezen
oleju napedowego.

Stezenie oleju Zawartos¢ chlorofilu % ubytku w stosunku do kontroli
napedowego [ug/dm’]
[mg/dm’] a a a b
A= 665 A =645 A =665 A =645
Kontrola 2,21 6.81 100 % 100 %
9 2,69 1,04 118 84,88
10,8 1,10 0,77 50,23 88,70
12,96 0,97 0,47 56,11 93,10
15,6 0.87 0,27 60,64 96,04
18,6 0,75 0,06 66,07 99.92

Wyniki badan testu toksykologicznego na rzesie na $ciekach syntetycznych oraz $ciekach
oczyszczonych odptywajacych z poszczegdlnych komor przedstawiono w tabelach: 31 (1 seria), 32
(2 seria), 33 ( 3 seria) 1 34 (4 seria).

W przypadku hodowli na $ciekach syntetycznych zaobserwowano bardzo wyrazne zmiany
morfologiczne roslin, zmiany w liczbie ich cztonéw w pedach, zawartosci biomasy oraz chlorofilu
a, bic w zaleznosci od stezenia oleju napedowego. Juz w stezeniach oleju napedowego od 50 do
400 mg/dm3 zauwazono czlony wyraznie mniejsze ze zmianami chlorotycznymi w poréwnaniu do
roslin kontrolnych. Powyzej tych stezen cziony roslin byty catkowicie wybielone a ich liczba byla
na poziomie i ponizej liczby czlonow zaszczepu. Zawarto$é biomasy spadata natomiast prawie
dziewieciokrotnie w stezeniu oleju 3100 mg/dm’>. To samo dotyczylo zawartosci wszystkich form
chlorofilu. Juz w stezeniu 200 mg/dm?® ubytek tego barwnika ksztattowat sie na poziomie 72,0-91.6
%, a w stezeniach powyzej 400 mg/dm3 99.8-99.9 %.

Badania testu toksykologicznego na rzesie wskazuja na zwiazek pomiedzy stopniem
biodegradacji oleju napedowego a efektem toksycznym substancji zawartych w $ciekach
oczyszczonych na Lemna minor. Wraz ze zwiekszaniem sie stezenia oleju napedowego i
pogarszaniem warunkdéw oczyszczania w badanych komorach widoczne byly bowiem zmiany w
wymiarach czlonéw, pojawiajaca sie chloroza oraz spadek liczby i biomasy roslin. Réwniez
widoczne byly zmiany w zawartosci chlorofilu. Najbardziej wrazliwymi na obecno$¢ substancji
toksycznych okazaly sie formy barwnika b i ¢. Najwczesniej efekty toksyczne obserwowano w
hodowlach zalozonych na odptywach z komér 11 11, a najp6zniej na odptywach z komory III.
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Tabela 31. Wyniki badan testu toksykologicznego na rzesie Lemna minor przeprowadzonego
na $ciekach odplywajacych z poszczegélnych komor (1 seria).

Dzien Numer Liczba Biomasa Zawarto$¢ chlorofilu w Ubytek chlorofilu w prébie w
badan komory | czlonéw [mg] prébie |p.g/dm3] stosunku do kontroli [%]
A B C A B C
5 1 153 80,1 8.5 5,1 4.3 47,5 46,3 41,9
2 192 155,6 9.6 6,2 5,9 40,7 34,7 28.4
3 184 129.0 11,9 5.8 5.6 26,5 38,9 24,3
11 1 142 74,3 8.1 3,5 2,7 50,5 63,2 63,5
2 182 1153 11,2 5.5 43 30,9 42,1 41,9
3 180 1094 11,7 5.7 4,1 27,8 40,0 44.6
16 1 135 69,5 7,6 3,1 2,3 53,1 67.4 68,9
2 189 142.,6 12,7 6.8 4,5 26,6 284 39,2
3 178 123,9 11,5 5.5 4.6 29,0 42,1 37.8
22 1 115 60.4 6,3 2,8 2,2 - 61,1 70,5 70,3
2 172 119,1 11.5 5.4 4.2 29,0 43,2 43,2
3 170 120,0 11.4 5,6 4.6 29,6 41,1 37,8
28 1 101 52,3 52 2.5 1,9 67,9 73,7 74.3
2 168 93,1 9,8 3,7 3,2 39,5 61,0 56.8
3 171 115,8 11,2 5.1 3, 30,9 46,3 47,3
35 1 3 45,2 5.4 2,0 1,7 66,6 82,1 77,0
2 155 78,3 8,5 4.4 2,1 47,5 17,9 71,6
3 175 115,3 11,6 5.4 4,1 28.4 43,2 44.6
40 1 85 354 1,5 0,9 0.8 90,7 90,5 89,2
2 142 79,6 8.7 4,5 2.8 46,3 52,6 62,2
3 180 102,1 10,4 5,1 4.6 35,8 46.3 37,8
42 1 125 60,6 6.7 3.1 2.9 58.6 67.4 60,8
2 162 90,3 9,7 3.4 2.8 40,1 64,2 62,2
) 3 173 105,4 11,6 5.1 4.3 284 40,0 41,9
Scieki 0 195 156 16,2 9,5 7.4 0.0 0.0 0,0
e | 200 54 36,2 2,1 0.8 0.6 87,0 91,6 72,0
oleju 400 40 21,1 0.2 0,09 0.06 98.8 99.1 99,2
napedowego
mg/dm’

130



Tabela 32. Wyniki badan testu toksykologicznego na rzesie Lemna minor przeprowadzonego
na §ciekach odplywajacych z poszczegélnych komor (2 seria).

Dzien Numer Liczba Biomasa Zawarto$¢ chlorofilu w prébie Ubytek chlorofilu w préobie w stosunku do
badan komory czlonbw (mg] [pg/dm’| kontroli [%)
g A B c A B
2 1 164 97,2 12,4 6.9 4.8 235 274 35.1
2 184 148.1 139 8.1 53 14,2 14,7 284
3 180 140.0 13.6 8.0 5,1 16,0 50.6 31.1
4 1 151 86.1 9,6 4.8 3.7 40,7 49.5 50,0
2 181 1143 1.4 5.8 4.6 296 389 37.8
3 176 1157 11,2 54 4.1 30.9 432 44.6
8 1 148 78,6 8.9 4.6 25 4501 51,5 66,2
2 187 1443 14,4 8.3 5,5 12,7 12,6 25,7
3 171 111,3 10.4 5,1 39 35.8 46.3 473
11 1 147 90,3 8.5 40 29 475 57,9 60,8
2 183 1443 13,6 7.8 5,0 16,0 17.9 324
3 169 101.4 12.8 7,1 5,3 21,0 25,3 284
15 1 149 81,6 8.9 4.5 3,6 45,1 52,6 51.4
2 179 117,2 11,6 5.8 45 28,4 389 39,2
3 172 112,0 10,8 5.4 4.2 33.3 432 43,2
18 1 144 75.3 8.2 35 2.8 49.4 63,2 62,2
2 180 1434 13,2 7 4.7 81.5 17,9 36,5
3 174 113,7 10,6 5.8 4.2 34.6 38.9 432
22 1 135 74.1 8.6 4.1 3.2 46,9 56.8 56,8
2 171 1213 11,8 5,7 4,7 27,2 40,0 36,5
3 168 92.3 9,7 3.5 3,0 40,1 63,2 59,5
25 1 140 79,2 8.4 4.6 2.4 48,1 51,6 67,6
2 165 93,2 11,1 5.4 33 31,5 432 55,4
3 167 91.3 11,5 5.8 3.1 29.0 389 58.1
29 1 138 772 8.9 4.6 34 45,1 51.6 54,1
2 160 89,2 9.6 33 39 40,7 65.3 473
3 170 109.3 10,2 49 35 37,0 484 52,7
32 1 141 72,1 8.0 3.1 24 50,6 67.4 67,6
2 159 91,3 9.4 4.7 32 42.0 50,5 56,8
3 165 97.1 9.9 3,1 3.7 38.8 46,3 50.0
36 1 142 81.4 8.8 49 2.8 457 484 62,2
2 161 90,2 10.8 5,1 3.0 333 46.3 59,5
3 167 92,1 11,8 5:5 3.6 27.2 42,1 51.3
40 1 144 172 8.5 3.6 2,7 47.5 62,1 63,5
2 160 88.3 94 3,1 3.6 42,0 67.4 51.4
3 168 93,2 11.7 5.6 3.8 27.8 41.1 48.6
43 1 121 61,7 6.5 3.3 2,1 59,9 65.3 71,6
2 149 78.9 9.1 4.7 2.7 43.8 50,5 63.5
3 160 89.3 9.4 4.8 3.7 42.0 49.5 50.0
46 1 127 62.3 6.9 3.8 29 57.4 60,0 60.8
2 145 78.4 8,7 44 23 46,3 53.7 68,9
3 159 89.0 9.3 4.7 34 42,6 50.5 54,1
50 1 120 61.4 6.3 3.0 1.9 61,1 68.4 74,3
2 132 76.0 8.1 4.0 2.4 50,0 57,9 67,6
3 155 84.6 9.2 4.5 33 43.2 52,6 554
53 1 128 63,1 71 42 34 56.2 55.8 54.0
2 121 61,7 6.8 33 24 58,0 65,3 67,6
3 157 84.9 9.7 4.8 3.6 40,1 49.5 51.4
57 1 125 61,1 6,0 29 1,7 63.0 69.5 77,0
2 119 54,1 53 2,1 1.1 67.3 719 85.1
3 154 84.7 9.0 43 3.2 44.4 54.7 56.8
62 1 131 76,1 8.0 4.1 29 50.6 56.8 60.8
2 124 60,2 6.3 29 2,7 61,1 69.5 63.5
3 156 84.9 9.8 4.8 3.9 39,5 49.5 473
Scieki 0 195 136.0 16.2 9.5 74 0.0 0.0 0,0
syntetyczn 600 44 20.7 0.21 0.1 0,08 95.6 98.9 98.9
ez 800 42 144 0,07 0.04 0.03 98.7 99.6 99.6
dodatkiem 1000 39 16,2 0,03 0,02 0.009 99.8 99.8 99.9
oleju
napedoweo
mg/dm?




Tabela 33. Wyniki badan testu toksykologicznegq na rzesie Lemna minor przeprowadzonego
na $ciekach odplywajacych z poszczegélnych komoér (3 seria).

Dzied Numer | Liczba | Biomasa Zawarto$é chlorofilu w prébie [ug/dm’] Ubytek chlorofilu w prébie w stosunku do
badan komory | czlonéw kontroli [%]
[me] A B c A B
2 1 155 85,1 9.3 4,6 3,7 42,6 51,6 50,0
2 169 942 10,1 4.1 39 37,7 56,8 473
3 161 90,3 9.6 38 3,5 40.7 60.0 52,7
4 1 141 79.4 8,7 49 2.8 46,3 484 62,2
2 165 97.3 9.8 40 3.6 39,5 57.8 51,4
3 164 94.2 9.3 38 3.6 42,6 60.0 51,4
8 1 136 723 8.2 34 23 49.4 64,2 68,9
2 160 89,3 9.5 34 3,6 414 64,2 51,4
3 162 91.4 10.0 4.0 3,6 383 57,8 51,4
11 1 145 76,1 9,1 3.7 29 438 61,1 60,8
2 164 95,1 9.7 3.6 33 40,1 62,1 55,4
3 160 90,8 9.9 3.8 3,5 38.9 60,0 52,7
15 1 150 81,7 83 3.1 29 48.8 67,4 60,8
2 163 91,2 9,5 34 3,0 41,4 : 64.2 59,5
3 168 95,0 10.2 43 3.8 37.0 54,7 48,6
18 1 152 82.1 8.9 42 35 45,1 55,8 52,7 ;
2 167 923 11,9 5,7 38 26,5 40,0 48.6
3 172 1093 10,3 59 4.1 24,1 379 44.6
22 1 150 82.1 8,5 34 3,0 475 64,2 59,5
2 158 90,4 9.3 4.6 3.1 42,6 51,6 58,1
3 160 914 10.1 39 3,7 31,7 58,9 50,0
25 1 145 77,2 9,3 38 3,0 42,6 60,0 59,5
2 132 74,1 8.0 3,9 23 50,6 58,9 68.9
3 158 89.8 9.1 44 3.1 43.8 53,7 58,1
29 1 149 78,2 9,7 3,9 3,3 40,1 58,9 55,4
2 114 68,4 5.6 2,7 1.8 65.4 69.5 75,7
3 159 90,2 9.2 4.6 3,2 432 51,6 56,8
32 1 138 76,2 83 4,1 24 48.8 56,8 67,6
2 91 447 5.2 2,0 1.6 67,9 78,9 78.4
3 147 79,3 9.8 3,8 3.9 39.5 60,0 47.3
36 1 145 76,8 9.2 35 3.1 43.2 63,2 58.1
2 89 423 2.7 1.8 11 83,3 81,1 85.1
3 155 88.7 8.9 4.1 3.9 45,1 56.8 47.3
40 1 147 71,2 9.1 33 3,7 43,8 653 50,0
2 94 48,5 5.6 2,7 1.8 65,4 71,6 75,7
3 159 914 9.8 4.7 3,6 39,5 50,5 51.4
43 1 121 69.8 5.8 29 1,9 64,2 69,5 74,3
2 58 357 1.8 09 i 0.6 88,8 90,5 91,9
3 143 83.1 8.8 3.1 2.7 45.7 67.4 63,5
46 1 105 62.4 6.1 29 1.9 62,3 69.5 74,3
2 52 33,2 1.6 0,7 0.4 90,1 92,6 94.6
3 139 76.8 8.7 4.6 2.8 46.3 51,6 62,2
50 1 111 67,1 5.4 25 1,6 66,7 73.7 78.4
2 48 249 0.9 0,4 0,2 94.4 95,8 97,3
3 135 74.2 85 4.4 2.6 47,5 53,7 64.9
53 1 109 64,1 6.3 28 157 61,1 79,5 77,0
2 45 232 0.8 0.5 02 95,1 94,7 97,3
3 142 79.3 8.6 4.8 2,6 46.9 49.5 65,3
57 1 110 66,3 5.2 2.1 1,2 87.0 71,9 83.8
2 50 35,1 1.4 0.6 0.3 96,3 93.7 95,9
3 140 15,2 8.5 4.6 2.4 475 51.6 67.6
62 1 113 68.2 5,6 2,7 1.8 65.4 71,6 75,7
2 47 28,4 1.9 0.9 0.6 88.3 90,5 91,9
3 14] 76,7 8.6 48 2.6 46.9 49.5 64.9
Scieki
syntetyczn
ez 0 195 156 16,2 9,5 7.4 0.0 0,0 0,0
dodatkim 1500 35 15,1 0,01 0,005 0,003 99.9 99.9 99.9
oleju 2200 3] 14,0 0,01 0.005 0,003 99.9 99.9 99.9
napedo- 3100 29 13,2 0,01 0,005 0,003 99.9 99.9 99.9
wego
[mg]




Tabela 34. Wyniki badan testu toksykologicznego na rze¢sie Lemna minor przeprowadzonego

na Sciekach odplywajacych z poszczegélnych komor (4 seria).

Dzien Numer | Liczba |Biomasa | Zawarto$¢ chlorofilu w prébie Ubytek chlorofilu w
badan komory | czionéw (mg] [pg/l prébie w stosunku do
& kontroli [%]

A B C A B C

1 1 188 142,5 11,2 6.4 3,7 30,9 32,6 50,0

2 192 153,8 15,3 7.3 4.9 5.6 23,2 33.8

3 187 1343 12,6 6,9 4.1 22,2 56.8 44,6

9 1 153 84,6 9,4 44 3.1 42,0 53,7 58,1

2 165 97,3 10,1 4.9 3,7 37,7 48.4 50,0

3 178 123,7 11,7 5,7 4.1 27,8 40,0 44.6

14 1 143 82,1 9.1 43 2.9 43.8 54,7 60.8

2 141 79,3 8,6 4.8 2.6 46,9 49,5 65,3

3 165 94,4 9.9 3.9 3.1 38.9 59.0 58,7

19 1 146 80,9 8.7 4.2 3.1 46,3 55,8 58,7

2 132 76,1 8.2 4,1 2,6 49.4 56,8 65,3

3 164 95,3 11,3 5,7 3,5 30,2 40,0 53,3

23 1 135 72,3 8,1 3.8 2,8 50,0 60,0 62,7

2 121 61,5 6,4 3.1 2.0 60,5 67,4 73,3

3 154 87,1 8,9 4.3 2,9 45,] 54,7 61,3

28 1 136 71,5 7,6 3,1 2.4 53.1 67.4 68.0

2 109 62,2 6.0 2.8 1.8 63,0 70,5 76,0

3 148 78.4 8.6 4,7 2,1 46,9 50,5 72,0

37 1 104 52,8 5.3 2.1 1.8 67.3 71,6 76.0

2 92 493 3,7 1,6 1.4 77,2 83,2 81.3

3 121 60,2 6.3 2,9 24 61.1 69.5 68.0

47 1 112 67.4 5.4 2,9 1.9 66,7 69.5 74,7

2 82 413 23 1.1 0.8 85.8 88.4 89.3

3 104 54,1 5.7 2.6 1,7 64.8 72.6 77.3

Scieki 0 195 156 16,2 9,5 7.4 0.0 0.0 0.0
ok Syl 50 97 55,4 3.1 1,7 0.9 80.9 | 82,1 | 880
oleju 200 54 36,2 2,1 0.8 0.6 87.0 91,6 72,0
napedowego 400 40 21,1 0.2 0,09 0.06 98.8 99.1 99,2
mg/dm’ 1200 40 19,4 0.05 0,01 0.009 99,7 99.9 99.9
1600 40 16,2 0,01 0,005 0.003 99.9 99.9 99.9

3200 40 18,7 0,01 0,005 0,003 99.9 99,9 99,9

3




4.13.2. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego, Sciekow-syntetycznych i oczyszczonych
na glony Chlorella sp.

W tabeli 35 zamieszczono wyniki badan dotyczace toksycznego wplywu oleju napedowego
na glony Chlorella. Z wynikow tych wida¢, ze w zadnym z badanych stezen oleju nie uzyskano
spadku zawartosci chlorofilu ponizej 50%. Najwigkszy spadek tej wartosci uzyskano w stezeniu
zwiazkéw olejowych 648 rng/dm3 1 wynosit on 48%. Natomiast zawarto$¢ chlorofilu w komdérkach
glonéw Chlorella spadata wraz ze wzrostem stgzenia weglowodorow w pozywce.

Tabela 35. Wplyw oleju napedowego na glony Chlorella

Stezenie oleju napedowego w pozywce [mg/dm’

Zawartos$é 0 144 288 360 432 504 576 648
chlorofilu

(%]

100 84 75 73 72 53 58 52

Wyniki badan testu fizjologicznego z udziatlem glonéw Chlorella wykonanego na Sciekach
syntetycznych 1 oczyszczonych, pochodzacych z poszczegdlnych serii badan, przedstawiono w
tabelach 36, 37, 38 1 39.

Badania ubytku chlorofilu w organizmach testowych pod wptywem sciekéw syntetycznych
wykazaly wszedzie, powyzej stezenia 200 mg oleju napc;dowego/dm3 , ponad 50% ubytek
wszystkich-form tego barwnika. W stezeniu 200 mg/dm3 spadek stezenia tego typu obserwowano
jedynie dla chlorofilu b. W zaleznosci od stezenia oleju napgdowego w Sciekach wahat si¢ on dla
chlorofilu a od 34,3% do 91,7 %, dla chlorofilu b od 35,7% do 88,4% i dla chlorofilu ¢ od 30,2% do
94,3 %.

W hodowlach glonéw zatozonych na odptywach z poszczegdlnych komér widoczny byt
rowniez tak jak i w przypadku testu na rzesie wyrazny zwiazek pomiedzy efektem toksycznym a
sprawnosciag oczyszczania. W hodowlach glonéw zatozonych na odptywach uzyskanych ze
wszystkich komor w pierwszej serii badan, nie obserwowano nigdzie ponad 50% ubytku chlorofilu.
Taka zmiane w stezeniu tego barwnika zaczeto obserwowaé dopiero od drugiej serii badan,
najpierw dla odptywéw z komory II a potem dla odptyw6w z komory 1. Odptywy z komory III nie
wykazaty efektéw toksycznych w zadnym z przeprowadzanych testow.
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Tabela 36 . Wyniki badan testu toksykologicznego na glonie Chlorella przeprowadzonego na
$ciekach odplywajacych z poszczegélnych komor ( 1 seria ).

Dzier badan Numer Zawarto$¢ chlorofilu w préobie % Ubytek chlorofilu w prébie %
komory A B C A B C
1 72,4 62,4 68,4 27,6 37,6 31,6
5 2 91,2 81,2 87,2 8,8 18,8 12,8
3 89,1 75,4 81,2 10,9 24,6 18,8
1 71,4 60,4 65,2 28,6 39,6 34,8
11 2 92,3 842 88,0 77 15,8 12,0
3 90,0 77,4 832 10,0 22,6 16,8
1 78,2 66,4 69,5 21,8 33,6 30,5
16 2 90,4 80,4 87,1 9,6 16,0 12,9
3 91,2 79,2 85,2 8.8 20,8 14,8
1 68,5 56,3 57,2 31,5 437 42,8
22 2 87,0 673 84,1 13,0 32,7 15,9
3 90,1 75,3 83,1 9.9 247 16,9
1 65,0 54,0 54,1 35,0 46,0 459
28 2 86,4 65,3 83,1 13,6 34,7 16.9
3 89,1 73,0 80,2 10,9 27,0 19,8
1 64,5 53,1 50,9 35,5 46,9 49,1
35 2 87,9 67,8 86,0 12,1 32,2 14,0
3 90,7 76,0 85,1 93 24,0 14,9
1 67,2 57,1 55,3 32,8 429 447
40 2 90,6 73,6 89,2 9,4 26,4 10,8
3 91,4 78,9 86,1 8.6 21,1 139
1 69,6 61,9 57,0 30,4 38,1 43,0
42 2 87,0 70,2 i 85,1 13,0 29,8 149
3 90,4 74,3 84,4 9,6 25.7 15,6
0 95,4 88,9 93,3 4.6 11,1 6,7
Scieki syntetyczne 200 50,3 49,7 54,3 49,1 50,3 45,7
z dodatkiem oleju 400 38,9 39,7 414 61,1 60,3 58,6
napedowego
mg/dm’




Tabela 37. Wyniki badan testu toksykologicznego na glonie Chlorella przeprowadzonego
na Sciekach odplywajacych z poszczegdlnych komor (2 seria).

Dzien Numer Zawarto$¢ chlorofilu w prébie % : Ubytek chlorofilu w prébie % :
badan komory
A B C A B C
1 80,1 70,3 75,4 19,9 29,7 26,4
2 2 93,1 86,4 88,7 6,9 13,6 11,3
3 89,2 79,4 82,3 10,8 20,6 17,7
1 752 64,3 69,1 248 35,7 30,9
4 2 91,3 81,4 87,2 8,7 18,6 12,8
3 89,3 79,2 84,1 10,7 20,8 15,9
1 79,2 - 64,1 70,3 20, 35,9 29,7
8 2 92,7 78,3 842 73 21,7 15,8
3 90,4 75,1 80,3 9.6 249 19,7
1 83,1 70,2 75,4 16,9 29,8 246
11 2 90,7 77,3 81,4 9,3 22,7 18,6
3 90,9 84,0 83,7 9,1 16,0 16,3
1 84,7 70,2 75,6 15,3 29,8 244
15 2 91,8 83,1 84,7 82 16,9 15,3
3 92,1 85,7 84.2 7.9 14,3 15,8
1 80,2 67,2 71,3 19,8 32,8 287
18 2 85,3 69,4 742 14,7 30,6 25,8
3 89,7 74,3 80,3 10,3 25,7 19.3
1 83,2 70,8 74,2 16,8 29,2 25,8
22 2 73,4 68,3 66,7 26,6 31,7 333
3 90,4 79,2 84,1 9,6 20,8 15,9
1 85,7 70,2 74,3 14,3 29,8 25,7
25 2 78,1 64,2 70,4 21,9 35,8 29,6
3 89,2 83,1 81,3 10,8 16,9 18,7
1 80,4 67,2 714 19,6 32,8 28.6
29 2 72,1 60,4 68,4 279 39,6 316
3 85,7 70,2 78,9 14,3 29,8 21,1
1 79,7 73,1 71,3 20,3 26,9 28,7
32 2 69,3 59,8 63,1 30,7 40,2 36,9
3 80,3 64,2 72,1 19,7 35,8 27,9
1 78,4 69,1 70,4 21,6 30,9 296
36 2 70,4 65,4 63,1 29,6 34,6 36,9
3 82,6 70,2 75,4 17,4 29,8 24,6
40 1 75,2 65,3 69,1 248 347 30,9
2 68,3 65,2 63,7 31,7 34,8 36,3
3 80,4 70,5 74,2 19,6 29,5 25,8
43 1 70,4 60,4 63,7 29,6 39,6 36,3
2 427 30,8 37,8 57,3 69,2 62,2
3 72,1 61,4 68,3 27,9 38,6 31,7
46 1 65,2 52,1 59,7 348 479 40,3
2 35,1 25.1 30,3 64,9 74,9 69,7
3 69.4 58,9 60,4 30,6 41,1 39,6
50 1 64,1 55,2 59,1 35,9 448 40,9
2 31,3 20,1 283 68,7 79,9 71,7
3 71,3 66,7 65,4 28,7 ~ 333 333
53 1 60,2 532 55,7 39.8 46,8 443
2 30,4 243 27.3 69,6 75,7 72,7
3 72,7 67,2 65,7 273 32,8 343
57 1 61,3 511 55,4 38,7 489 446
2 333 20,4 26,3 66,7 79,6 13,7
3 69,8 57,3 60,4 30,2 42,7 39,6
62 1 59,1 50,8 52,7 40,9 492 473
2 324 23,1 26,7 67,6 76,9 733
3 70,4 60,7 64,3 29,6 39,3 35,7
Scieki  _
syntetyczne
z dodatkiem 0 95,4 88,9 933 4.6 1,1 6,7
oleju 600 354 374 293 64,0 62,6 70,7
napgedowe- 800 32,7 35,7 26,8 67,3 64,3 73,2
go 1000 30,8 32,1 242 69,2 67,9 75,8
mg/dm’
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Tabela 38 . Wyniki badan testu toksykologicznego na glonie Chlorella przeprowadzonego na
Sciekach odplywajacych z poszczegélnych komoér (3 seria ).

Dzien Numer komory Zawarto§¢ chlorofilu w prébie % Ubytek chlorofilu w prébie w stosunku %
badan A B C A B &
1 58,7 453 49,7 413 54,7 50,3
2 2 71,2 65,1 64,3 28,8 34,9 35,7
3 66,7 54,1 59,8 33.3 459 40,2
1 55,1 53,2 50,4 449 46,8 49,6
4 2 70,3 59,7 61,4 29,7 40,3 38,6
3 69,1 57,3 60,7 30,9 427 39,3
1 54,3 45,7 50,7 457 54,3 493
8 2 69,4 58,4 63,7 30,6 41,6 36,3
3 74,3 65,2 67,8 27,9 34,8 32,2
1 59,2 514 50,3 40,8 48,6 49,7
11 2 12,1 63,4 67,4 27,9 36,6 32,6
3 75,7 65,3 69,4 243 34,7 30,6
1 61,3 53,1 57,3 38,7 46,9 427
15 2 68,3 57,1 60,4 31,7 429 39,6
3 74,1 65,4 673 25,9 34,6 32,7
1 60,4 514 534 39,6 48,6 46,6
18 2 69,2 60,4 63,4 30,8 39,6 36,6
3 77,3 65,1 69.8 22,7 34,9 302
1 58,3 53,2 517 41,7 46,8 483
22 2 50,3 47,1 484 49,7 52,9 51,6
3 70,7 59,3 63,4 29.3 40,7 36,6
1 60.4 50,8 54,7 39,6 492 453
25 2 48,7 39,3 41,3 513 60,7 58,7
3 75.2 63,4 68,4 24,8 36,6 31,6
1 | ) 49,1 50,7 449 50,9 493
29 2 35,1 25,7 29,7 64,9 74,3 70,3
3 78,4 64,3 70,4 91,6 35,7 29,6
1 58,7 472 515 - 413 52,8 48,5
32 2 413 348 374 58,7 65,2 62,6
3 74,3 64.7 68,7 25,7 353 31,3
1 54,3 41,7 50,3 45,7 583 49,7
36 2 457 35,1 40,3 343 65.9 59,7
3 71,7 65,2 70,8 22,3 34,8 29,2
40 1 58,7 50,7 53,1 413 493 46,9
2 40,1 27,8 31,7 59,9 72,2 683
3 75,3 64.3 69,4 24,7 35,7 30,6
43 1 40,2 30,4 34,2 59,8 69,6 65,8
2 19,3 8.8 10,7 80,7 91,2 89,3
3 65,7 51,3 582 343 48,7 41,8
46 1 483 372 41,3 51,7 62,8 58,7
2 18,4 94 11,4 81,6 90,6 88,6
3 60,2 51.4 55,2 39,8 48,6 44.8
50 1 50,9 457 47,1 49,1 54,3 52,9
2 11,3 7.4 9,2 88,7 92,6 90,8
3 63,1 53,1 59.8 36,9 46,9 40,2
53 1 51,8 40,7 45,1 482 59,3 549
2 10,8 6,7 82 89,2 933 91,8
3 62,7 532 55,7 37,3 46,8 443
57 1 451 30,7 352 54,9 69,3 64,8
2 8.8 7.2 6,4 91,2 92,8 93,6
3 60,7 54,7 542 393 453 458
62 1 40,3 33,4 314 59,7 66,6 68.6
2 9,1 7.8 6,1 90,9 92,2 93,9
3 59,8 52,4 51,4 40,2 47,6 48,6
Scieki 0 94,5 88,9 93,3 5,5 11,1 6,7
syntetyczne 1500 30,7 17,8 23,8 69,7 82,2 76,2
z dodatkiem 2200 21,4 15,4 11,3 78,6 84,6 88,7
oleju 3100 9,2 12,0 6,8 90,8 8,8 932
napg¢dowego
_|mg]




Tabela 39. Wyniki badan testu toksykologicznego na glonie Chlorella przeprowadzonego na
$ciekach odplywajacych z poszczegélnych komor (4 seria ).

Dzien badan Numer Zawarto$¢ chlorofilu w prébie % Ubytek chlorofilu w prébie w stosunku %
komory A B C A B C
1 91,2 84,5 89,5 8,8 15,5 10,5
1 2 87,3 81,2 88,0 12,7 18,8 12,0
3 92,3 87,3 89,6 1,7 12,7 10,4
1 87,9 71,1 63,4 12,1 28,9 36,6
9 2 68,2 66,1 80,6 31,8 33,9 19,4
3 63,1 479 80,2 36,9 421 18,8
1 83,2 69,4 72,3 16,8 30,6 27,7
14 2 69,2 65,4 73,4 30,8 34,6 26,6
3 73,1 71,1 75,6 26,9 28,4 24.4
1 80,4 65,2 69,4 19,6 34,8 30,6
19 2 63,2 62,1 64,3 36,8 37,9 35,7
3 72,0 69,3 72,8 28,0 30,7 272
1 55,4 59,3 76,2 446 20,7 238
23 2 70,1 479 62,1 29,9 52,1 379
3 80,3 70,2 77,5 19,7 19,8 22,5
1 57,8 554 61,2 422 44,6 38,8
28 2 67,8 60,4 69,4 32,2 39,6 30,6
3 79,4 70,4 80,1 20,6 59,6 19,9
1 62,4 52;1 74,0 37,6 479 26,0
37 2 446 41,3 542 554 58,7 458
3 58,0 512 63,4 42,0 488 36,6
1 73,6 56,7 75,6 26,4 433 244
47 2 64,0 51,2 60,1 36,0 48,8 39,9
3 69.8 55,6 67,8 30,2 444 322
0 95,4 88,9 93,3 4,6 11,1 6,7
Scieki syntetyczne 50 65,7 64,3 69,8 343 35,7 30,2
z dodatkiem oleju 200 50,3 49,7 54,3 49,1 50,3 45,7
napedowego 400 38,9 39,7 414 61,1 60,3 . 58,6
mg/dm’ 1200 29,4 38.8 26,4 70,6 61,2 73,6
1600 30,0 132 20,7 70,0 86,8 793
3200 8,3 11,6 5,7 91,7 88,4 94,3




4.13.3. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego, S$ciekow syntetycznych i
oczyszczonych na organizmy testowe Daphnia sp.(rozwielitka) i Lebistes reticulatus

(gupik)

Wyniki testow toksycznosci ostrej wskazuja, ze olej napgdowy okazal si¢ silnie
toksyczna substancja w stosunku do rozwielitki (tabela 40 i 42). Wartosci LCsq dla tych
organizmdéw zostaly policzone juz po 24 godzinach 1 wynosity dla oleju napgdowego 76,2
mg/dm3 . Po 48 godzinach nie obserwowano juz zywych organizméw Daphnia sp. w
badanych stezeniach. Natomiast duzo nizsza toksycznos$¢ zaobserwowano w stosunku do
gupika (tabela 41). Po 24 godzinach trwania testu zaobserwowano organizmy martwe jedynie
w najwyzszym badanym stezeniu. Dopiero 3po uplywie nastepnej doby mozna juz bylo
wyznaczy¢ LCsg , ktére wynositlo 582 mg/dm” (tabela 42 ). Natomiast po uptywie 72 godzin
zaobserwowano juz wyraznie toksyczny wplyw badanych zwiazkéw na gupiki. LCsy dla
wodnej frakcji olejowej wynosito: po 72 godzinach 269 mg/dm’; po 96 godzinach 1425
mg/dm”.

Wyniki testow toksycznosci ostrej przeprowadzone na rozwielitce Daphnia sp.
hodowanej w obecnosci Sciekow syntetycznych z zawartoscia oleju napgdowego wskazuja, ze
w sktad oleju wchodza toksyczne substancje. Juz w stezeniu 400 mg/dm3 obserwowano 100%
$miertelnos¢ rozwielitek po 24 godzinach (tabela 43) a ryb po 48 godzinach (tabela 44).

Wyniki badan prowadzonych na rozwielitkach 1 rybach na odptywach z
poszczegdlnych komoér, w pierwszej serii badan, przedstawiono w tabelach 43 1 44. We
wszystkich badaniach nie zauwazono wplywu, z dwoma wyjatkami, substancji zawartych w
Sciekach oczyszczonych, na S$miertelno$¢ organizméw testowych po 24 godzinach.
Najwieksza smiertelnos¢ rozwielitek obserwowano po 48, 72 i 96 godzinach w drugiej czgsci
badan dla odptywéw z komory I-konwencjonalnej. W tym przypadku, pod koniec badan,
zauwazalna byla ponad 50% s$miertelnos$¢ organizméw po 96 godzinach. W odptywach z
pozostatych komoér, w tym samym czasie, liczba zywych organizméw byta mniejsza tylko o
okoto 20-25%. Ryby byty mniej wrazliwe na substancje weglowodorowe zawarte w Sciekach
oczyszczonych. W hodowlach tych obserwowano $mieré pojedynczych osobnikéw po 48, 72 1
96 godzinach. Najwiecej dla odptywow z komory I po 96 godzinach a najmniej dla odptywow
z komory III.

Smiertelno$é rozwielitek i ryb w odptywach z poszczegdlnych komér w drugiej serii
badan przedstawiono w tabelach 45 i 46. W przypadku dozowania wigkszej ilosci oleju
napedowego do komor napowietrzania, obserwowano wigksza toksycznos¢ sciekéw z nich
odptywajacych w stosunku do organizmoéw testowych. Juz po 24 godzinach, zwlaszcza w
odptywach pochodzacych z ostatnich dni procesu oczyszczani, zauwazono smier¢ rozwielitek.
Najwieksza $miertelnos¢ organizméw badanych utrzymywata sie w odptywie z komory II. W
$ciekach oczyszczonych pochodzacych z tej komory juz od 43 dnia, po 24 godzinach
obserwowano 25-63% $miertelno$¢ testowanych rozwielitek a po 96 godzinach 88-95%
$miertelno$¢. Najmniejsza $miertelnos¢ organizmow testowych obserwowano w odptywie z
komory III i niewiele wieksza z komory 1. Nie przekraczata ona 50%. Ryby byly duzo mniej
wrazliwe na substancje zawarte w $ciekach oczyszczonych. Roznice w $miertelnosei tych
organizméw w odptywach z poszczegdlnych komér przedstawiaty si¢ podobnie lecz nigdzie
nie przekroczyty 30 %.

W testach zatozonych na odptywach pochodzacych z trzeciej serii badan (tabela 47 i
48) rowniez rozwielitki okazaly sie bardziej wrazliwe niz ryby. Do 29 dnia badan nie
obserwowano zadnej $miertelnosci rozwielitek po 24 godzinach. W przypadku ryb az do 43
dnia badan. Najwieksza $miertelno$¢ obserwowano dla rozwielitek w $ciekach
oczyszczonych pochodzacych z komory II. W 57 dniu, po 96 godzinach wyniosta ona 100%.
Nastepnie dla odptywow z komory I a najmniejsza $miertelnos¢ byta w odptywach z komory



[II. Bardzo podobne wyniki otrzymano w przypadku gupikow. Z tym iz, $miertelnos¢ ryb w
odptywach z komory I nie przekroczyta nigdzie 50%, jak to miato miejsce dla rozwielitek.
Obserwowano natomiast takze 100% $miertelno$¢ tych organizmoéw testowych w $ciekach
oczyszczonych pochodzacych z komory II, w 57 dniu oczyszczania, po 72 i 96 godzinach
trwania testu.

W tabelach 49 1 50 przedstawiono wyniki badan toksykologicznych wykonanych na
Sciekach oczyszczonych w czwartej serii badan. W tej serii do komér dozowano zmienne
stezenie oleju napedowego. W zadnym odpltywie, do 47 dnia procesu oczyszczania, nie
zauwazono $miertelnosci rozwielitek po uptywie 24. Dopiero po uptywie nastgpnej doby,
czyli po 48 godzinach trwania testu, mozna bylo dostrzec pierwsze toksyczne skutki
przebywania rozwielitek w badanych roztworach. Najwigksza $miertelno$¢ byla
obserwowana w odptywach z komory II i I, w miar¢ jak pogarszaly si¢ efekty oczyszczania
$ciekow w tych komorach, a najmniejsza w odptywach z komory III. Podobnie sytuacja
przedstawiala si¢ w testach na gupiku. W $ciekach oczyszczonych, pochodzacych z komor IT 1
IT obserwowano, pod koniec badan, najwigksza $Smiertelnos¢ ryb. Wyjatek stanowit dzien 37.
W odptywach, pochodzacych z tego dnia, ze wszystkich komoér zauwazono, po 48, 72 1 96
godzinach testu, 100% $miertelnos¢ organizméw. Wyniki te odbiegaly od wynikow testow
przeprowadzonych na rozwielitkach. W tym wypadku musiaty w $ciekach oczyszczonych
znajdowac si¢ substancje bardziej toksyczne dla ryb niz dla Daphni.

4.13.4. Ocena toksycznego wplywu oleju napedowego, Sciekéw surowych i oczyszczonych
na bakterie

Przeprowadzone badania, metoda krazkowa na agarze odzywczym, wykazaty mata
wrazliwos¢ badanych szczepow bakterii na olej napedowy. Oznaczac to takze moze, ze tylko
nieznaczna cze$¢ weglowodorow ulegata rozpuszezeniu w poszczegolnych rozpuszezalnikach
i nie byly to weglowodory o wiasciwosciach toksycznych. Szczepem, ktéry okazal sig
szczegblnie przydatny do tego, typu badan toksykologicznych byt izolat kliniczny
Pseudomonas aeruginosa. Badania wykonane na tym szczepie wykazaty toksycznos¢ frakcji
oleju napedowego rozpuszczalnego w DMSO, dla ktorej strefa zahamowania wzrostu
wynosita 15 mm. Natomiast badania dotyczace toksycznego dziatania sSciekow
oczyszczonych, pochodzacych z poszczegdlnych komér, w kolejnych seriach, na bakterie nie
przyniosty w zadnym wypadku efektow pozytywnych. Oznacza to, ze w odptywach nie byto
substancji hamujacych wzrost szczepéw testowych bakterii.

140



Tab 40. Smiertelno$é rozwielitek testowanych w réznym czasie ekspozycji i w réznych
stezeniach oleju napedowego.

Badany Badane Smiertelno$¢ rozwielitek w %
zwigzek steZenieang/] po 24 godz. | po 48 godz. | po 72 godz. | po 96 godz.
0 0 0 0 0
Olej napgdowy |45 46,5 100 100 100
90 66,7 100 100 100
180 80 100 100 100
360 80 100 100 100
720 90 100 100 100

Tab. 41. Smiertelno$é¢ ryb testowanych w roznym czasie ekspozycji i w roéznych
stezeniach oleju napedowego.

Badany Badane Smiertelnosé ryb w %
zwiazek stezenie | po 24 godz. |po 48 godz. |po 72 godz. | po 96 godz.
mg/l
0 0 0 0 0
Olej napgdowy |45 0 0 20 20
90 0 0 20 40
180 0 0 40 60
360 0 20 40 60
720 20 60 80 100

Tab. 42. Wartosci LCs) wodnej emulsji oleju napedowego uzyskane w réznym czasie
ekspozycji dla rozwielitki i gupika.

Testowany | Zwiazek LCs0 mg/1
Organizm
po 24 godz. | Po 48 godz. | po 72 godz. | po 96 godz.
Rozwielitka |olej 76,2 45 45 45
napgdowy
Ryba olej Nie 582 269 142,5
napedowy mozna
obliczy¢
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Tabela 43. Smiertelno$é rozwielitek testowanych w r6Znym czasie ekspozycji w odptywach poszczeg6inych komér (1 seria).

Dzien badan

Numer komory

Smiertelnosé rozwielitek w %

po 24 godz. po 48 godz. Po 72 godz. po 96 godz.
1 0 0 0 7
5 2 0 0 0 3
3 0 0 0 5
1 0 0 2 9
11 2 0 0 0 2
3 0 0 1 3
1 0 1 5 10
16 2 0 0 1 4
3 0 0 2 4
1 0 3 12 18
22 2 0 2 6 9
3 0 1 5 7
1 0 7 15 21
28 2 0 3 7 13
3 0 1 4 9
1 0 7 19 25
35 2 0 5 13 16
3 0 3 9 10
1 2 10 16 23
40 2 0 7 11 21
3 0 4 10 14
1 1 7 15 22
42 2 0 5 7 11
3 0 4 8 10
Scieki syntetyczne 0 0 0 1 2
z dodatkiem oleju 200 32 37 40 40
napedowego 400 40 40 40 40
mg/dm’ —

Tabela 44. Smiertelno$¢ ryb testowanych w réznym czasie ekspozycji w odplywach z poszezeg6lnych komér (1 seria ).

Dzien badan

Numer komory

Smiertelno$é ryb w %

po 24 godz. po 48 godz. po 72 godz. po 96 godz.

1 0 0 0 1

5 2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

1 0 0 0 2

11 2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

1 0 0 0 0

16 2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

1 0 2 3 3

22 2 0 0 1 1

3 0 0 0 1

1 0 1 3 4

28 2 0 0 1 1

3 0 0 0 0

1 0 2 2 2

35 2 0 0 1 1

3 0 0 0 1

1 0 1 1 2

40 2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

1 - 0 1 1 2

42 2 0 1 2 2

3 0 0 0 1

0 0 0 0 0

Scieki syntetyczne
z dodatkiem oleju 200 5 5 7 10
napedowego 400 8 10 10 10
mg/dm’




Tabela 45 . Smiertelno§¢ rozwielitek testowanych w réznym czasie ekspozycji w odplywach poszczeg6lnych komor (2 seria ).

Smiertelno$¢ rozwielitek w %
Dzien badan Numer komory
po 24 godz. po 48 godz. Po 72 godz. po 96 godz.
1 1 4 6 8
2 2 0 0 0 2
3 0 0 0 1
1 2 6 9 13
8 2 0 0 1 2
3 0 0 0 1
1 1 2 4 1
15 2 0 0 1 2
3 0 0 0 |
1 2 4 9 12
22 2 1 2 5 9
3 0 1 2 3
1 2 3 9 15
29 2 3 6 7 11
3 1 1 1 3
1 2 3 6 7
36 2 5 9 17 22
3 0 | 2 4
1 3 6 13 16
43 2 10 17 28 35
3 1 4 5 6
1 5 7 11 12
50 2 12 19 27 38
3 2 4 8 9
57 1 4 5 6 9
2 15 21 29 36
3 2 2 3 4
Scieki syntetyczne 0 0 0 | 2
z dodatkiem oleju 600 32 37 40 40
napedowego 800 40 40 40 40
mg/dm’ 1000 40 40 40 40

Tabela 46. Smiertelno$¢ ryb testowanych w réznym czasie ekspozycji w odplywach z poszezegéinych komér (2 seria ).

Smiertelnos¢ ryb w %

Dzicd hadag Nuscekomory po 24 godz. —po 48 godz. po 72 godz. po 96 godz.

1 | 2 3 4

2 2 0 0 0 l

3 0 0 0 1

1 2 2 3 4

8 2 0 0 0 1

3 0 0 0 1

1 2 3 4 4

15 2 0 0 0 1

3 0 0 0 1

1 3 3 4 4

22 2 1 2 3 4

3 0 0 0 |

1 1 1 2 3

29 2 3 4 5 5

3 0 1 1 1

1 1 2 3 3

36 2 3 S 5 5

3 0 0 1 1

1 2 3 4 4

43 2 4 6 6 i

3 1 2 2 3

1 2 2 3 4

50 2 4 4 5 6

3 0 1 1 2

57 1 2 2 3 3

2 4 5 7 7

3 | 1 1 2

Scieki syntetyczne 0 0 0 0 0
z dodatkiem oleju 600 5 5 7 10
napedowego 800 8 10 10 10
mg/dm’ 1000 10 10 10 10




Tabela 47. Smiertelno$é rozwielitek testowanych w réznym czasie ekspozycji w odptywach poszczeg6lnych komor (3 seria ).

Dzien badan Numer komory Smiertelno§¢ rozwielitek w %

po 24 godz. po 48 godz. Po 72 godz. po 96 godz.

1 0 0 1 9

2 2 0 0 2 11

3 0 0 0 4

1 0 1 4 11

8 2 0 0 2 9

3 0 0 1 2

1 0 1 7 14

15 2 0 2 5 16

3 0 0 2 5

1 0 3 12 18

22 2 0 2 6 9

3 0 1 5 7

1 0 4 17 26

29 2 0 8 19 5

3 0 3 5 8

1 1 12 22 29

36 2 2 15 28 36

3 0 4 8 9

1 4 12 19 27

43 2 8 19 32 35

3 2 5 10 12

1 9 12 19 27

50 2 24 32 37 39

3 5 8 9 11

57 1 11 16 27 34

2 34 37 39 40

3 5 8 9 14

Scieki syntetyczne 0 0 0 1 2

z dodatkiem oleju 1500 29 40 40 40

napg¢dowego 2200 40 40 40 40

mg/dm’ 3100 40 40 40 40

Tabela 48. Smiertelnosé ryb testowanych w réznym czasie ekspozycji w odplywach z poszczegélch komér (3 seria ).

Dzien badan Numer komory Smiertelnos¢ ryb w %
po 24 godz. po 48 godz. po 72 godz. po 96 godz.

1 0 0 1 1

2 2 0 0 1 1

3 0 0 0 0

1 0 0 1 2

8 2 0 0 1 1

3 0 0 0 0

1 0 0 2 2

15 2 0 0 1 1

3 0 0 0 0

1 - 0 2 2 3

22 2 0 3 4 4

3 0 0 1 1

1 0 1 2 3

29 2 0 2 3 4

3 0 0 0 1

1 0 1 1 2

36 2 0 3 3 4

3 0 0 1 1

1 0 2 3 4

43 2 0 4 6 7

3 0 0 1 2

1 2 4 4 5

50 2 4 7 8 9

3 | 2 2 2

57 1 3 4 5 7
2 7 9 10 10

3 1 1 2 3

Scieki syntetyczne 0 0 0 0 0
z dodatkiem oleju 1500 7 9 10 10
napedowego 2200 10 10 10 10
mg/dm’ 3100 10 10 10 10
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Tabela 49. Smiertelno$¢ rozwielitek testowanych w réznym czasie ekspozycji w odplywach poszczegéinych komér (4 seria ).

Smiertelno$¢ rozwielitek w %

Dzien badan Numer komory po 24 godz. po 48 godz. Po 72 godz. po 96 godz.
1 0 0 0 5
1 2 0 0 0 4
3 0 0 0 6
1 0 10 10 12
9 2 0 10 15 18
3 0 0 5 10
1 0 3 10 12
14 2 0 1 15 16
3 0 1 5 7
1 0 2 6 13
19 2 0 3 11 17
3 0 1 5 9
1 0 0 10 18
23 2 0 10 14 17
3 0 0 10 10
1 0 7 12 18
28 2 0 6 15 16
3 0 3 9 10
1 0 10 18 27
37 2 0 19 24 29
3 0 10 13 17
l 0 16 19 24
47 2 0 19 28 32
3 0 5 8 10
0 0 0 1 2
Scieki syntetyczne 50 15 21 34 38
z dodatkiem oleju 200 32 37 40 40
napedowego 400 40 40 40 40
mg/dm’ 1200 40 40 40 40
1600 40 40 40 40
3200 40 40 40 40
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