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llosciowe zmiany WWA w osadach
I cieczach nadosadowych podczas fermentacji prowadzonej
w warunkach denitryfikacji

Przedstawiono wyniki badan zmian iloSciowych WWA w osadach $ciekowych i cie-
czach nadosadowych podczas fermentacji osadow w warunkach redukcji azotanéw. W ba-
daniach wykorzystano osady surowe i przefermentowane z miejskiej oczyszczalni $ciekow,
do ktérej wprowadza si¢ do oczyszczania $cieki bytowe oraz przemyslowe. Osady wymie-
szano i inkubowano w ciemnosci w temperaturze 36°C. W celu zapewnienia warunkow de-
nitryfikacji do osadow wprowadzono NaNOj;. Réwnolegle, w takich samych warunkach
jak fermentacja, prowadzono badania z osadami, w ktérych zahamowano aktywno$¢ mi-
kroorganizméw. Analizowano WWA przed inkubacja, po 8 dobach oraz po 22 dobach. llo-
Sciowo okreslono stezenia 2-, 3- oraz 4-pier§cieniowych WWA (rekomendowanych przez
EPA) z wykorzystaniem zestawu chromatograf gazowy - spektrometr masowy. Oznaczenia
WWA prowadzono rownolegle w osadach (w fazie stalej) oraz w cieczach nadosadowych.
Po 22 dobach fermentacji zanotowano zmiany ilosciowe WWA w osadach i w cieczach.
Podczas hydrolizy zlozonych zwigzkéw organicznych (wstepna faza procesu) w osadach
kontrolnych odnotowano wzrost stezenia sumarycznego (szczegoélnie naftalenu
i 3-pierscieniowych WWA). Efektywno$¢ usuwania poszczegélnych zwigzkow byla zrézni-
cowana. Po 22 dobach inkubacji stezenie 10 WWA w osadach obnizylo si¢ 0 22% w wa-
runkach denitryfikacji, natomiast zawarto$¢ badanych WWA w osadach kontrolnych byla
wigksza od poczatkowej. W cieczach nadosadowych stezenie WWA bylo mniejsze 0 31%
w warunkach redukujacych azotany. Udzial procesow abiotycznych w usuwaniu WWA
w cieczach byl znaczacy. W cieczach wydzielonych znad osadéw, w ktéorych zahamowano
aktywno$¢ mikroorganizmow, spadek stezenia sumarycznego WWA wynosil 47% w po-
réwnaniu ze stezeniem poczatkowym.
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Wstep

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), chociaz zaliczane sg
do ksenobiotykoéw, to w pewnych warunkach mogg ulega¢ degradacji. Weglowo-
dory o mniejszej ilosci pierscieni tatwiej ulegaja przemianom niz zwigzki wielko-
czasteczkowe. Na szybko$¢ rozkladu WWA ma wptyw, migdzy innymi, obec-
no$¢ tlenu. Ocenia si¢ jednak, ze w warunkach beztlenowych szybkos¢ rozktadu
tych zwigzkéw moze by¢ nawet 100-Krotnie mniejsza niz w warunkach tleno-
wych [1-3]. WWA podczas oczyszczania $ciekéw kumulujg si¢ w osadach Scie-
kowych, gdyz wykazuja powinowactwo do czastek statych [4]. Obecnos¢ WWA
potwierdzono w osadach $ciekowych zaréwno surowych, jak i ustabilizowanych
[5-7]. Po fermentacji zwykle obserwowano zwigkszone stezenia WWA w osa-
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dach, zwlaszcza weglowodoréw matoczasteczkowych [8, 9]. Wezesniejsze bada-
nia wykazaty, ze podczas fermentacji, a szczegolnie w fazie hydrolizy substratu
organicznego, moze nastegpowac uwalnianie tych WWA do cieczy nadosadowych
[10]. Badania przemian WWA w osadach poddawanych fermentacji w r6znych
warunkach utleniajaco-redukujacych opisane w literaturze nie sg kompletne i wy-
niki czgsto nie sa jednoznaczne [11, 12]. Poniewaz w warunkach fermentacji me-
tanowej bierze udzial mieszana populacja mikroorganizmow, zbadanie udziatu
poszczegdlnych grup bakterii w procesie rozktadu WWA moze przyczynic si¢ do
okreslenia odpowiednich parametrow procesu, zapewniajacych skuteczne usuwa-
nie tych zanieczyszczen. Udziat poszczegdlnych populacji bakterii mozna uzy-
ska¢ poprzez zapewnienie im okreslonych warunkow rozwoju. W literaturze bra-
kuje badan, w ktorych analizowano réwnocze$nie zmiany WWA w cieczach
i w fazie stalej, w warunkach redukujgcych azotany oraz przy zahamowanej ak-
tywnosci mikroorganizméw. Nalezy podkresli¢, ze stezenia w osadach podaje sig
w odniesieniu do suchej masy, pomijajac zawarto$¢ tych zwiazkéw w cieczach
nadosadowych. Celem badan byto poréwnanie zmian ilosciowych WWA w osa-
dach i cieczach podczas procesu fermentacji metanowej w obecnos$ci azotanow
oraz podczas przechowywania osadow w warunkach odpowiadajacych fermenta-
¢cji przy zahamowaniu aktywnosci mikroorganizmow.

1. Materialy i metody badan

1.1. Badane substraty

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem osadéw z miejskiej oczyszczalni
sciekow. Przerobka osadow jest realizowana w procesie dwustopniowej fermen-
tacji w zamknietej i otwartej komorze fermentacji. Do badan pobrano dwie porcje
osadow: surowy i przefermentowany. Osady surowe pochodzity z cz¢$ci mecha-
nicznej oczyszczalni i zostaly pobrane z zageszczacza osadnika wstepnego. Osa-
dy przefermentowane pochodzity z odptywu zamknigtej komory fermentacji. Te
drugie osady stanowily material zaszczepiajacy osady mikroflora fermentacyjna.
Probki osadow pobrano losowo z migjskiej oczyszczalni $ciekow jako jednora-
zowe. Osady wymieszano w proporcji objetosciowej 1:10 odpowiednio osad su-
rowy: osad przefermentowany. Wymieszane osady wstepnie scharakteryzowano,
wykonujac oznaczenia wilgotnosci Oraz zawartosci zwigzkéw organicznych
w fazie stalej, a takze pomiaru pH i oznaczeniu zasadowosci i lotnych kwasoéw
thuszczowych cieczy nadosadowej. Zmierzono takze potencjal utleniajgco-
-redukcyjny oraz zawarto§¢ azotu azotanowego zgodnie z metodyka podawang
przez Hermanowicza i innych [13]. Wilgotno$¢ zmieszanych osadéw wynosita
97%, a pH - 7,8. Zawarto$¢ zwigzkdéw organicznych w osadach byta na poziomie
60% suchej masy. Zawartos$¢ lotnych kwasow tluszczowych wynosita 5,0 mval/l,
a zasadowos¢ byta na poziomie 32+34 mval/l. St¢zenie azotu azotanowego byto
na poziomie 2 mg/l, natomiast po wprowadzeniu azotanow wzrosto do 6 g/1. Po-
tencjat redox osadéw zmieszanych wynosit —-38 mV.
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Ze zmieszanych osadow przygotowano nastepujace probki:

— osady z dodatkiem azotanu sodu (NaNOjz) w ilosci 6 g/l w celu intensyfikacji
rozwoju bakterii denitryfikacyjnych prowadzacych proces redukcji azotanow,

— osady z dodatkiem azydku sodu (NaN3) w ilosci 0,7 g/l w celu dezaktywacji
mikroorganizmow [11, 14]

— osady kontrolne.

1.2. Przebieg badan

Badania fermentacji prowadzono w warunkach laboratoryjnych. Do prowa-
dzenia fermentacji przygotowano sze$¢ bioreaktorow o pojemnosci 5 litrow, do
ktorych wprowadzono ww. mieszaniny (w dwoch powtdrzeniach). Bioreaktory
przechowywano w termostacie w statej temperaturze wynoszacej 36°C przez 22
dni. Codziennie wykonywano pomiar cisnienia biogazu. Uwzglgdniajgc cisnienie
atmosferyczne, wyliczono objeto$é powstajacego biogazu wedtug prawa Boyle’a-
-Mariotta. Osady przeanalizowano, wykonujac oznaczenia fizyczno-chemiczne:
przed inkubacja i po 22 dobach fermentacji [13]. Analizg ilosciowg WWA pro-
wadzono rownolegle w osadach i cieczach nadosadowych trzykrotnie: przed fer-
mentacjg, po 8 dobach inkubacji oraz po 22 dobach fermentacji.

1.3. Metodyka oznaczania mikrozanieczyszczen

Oznaczenia WWA wykonywano z wykorzystaniem chromatografu gazowego
sprzezonego ze spektrometrem masowym. Przygotowanie probek polegato na
ekstrakcji z uzyciem mieszaniny rozpuszczalnikow: cykloheksanu (polarnosé -
0,0) i dichlorometanu (polarnos¢ - 3,7) w proporcji objetoSciowej odpowiednio
5:1. Ekstrakcj¢ prowadzono podczas sonifikacji w ptuczce ultradzwigkowej. Od-
dzielenie rozpuszczalnikow odbywalo si¢ poprzez odwirowanie w wirdwce labo-
ratoryjnej. Ekstrakty oczyszczano na zelu krzemionkowym w warunkach proz-
niowych. Oczyszczone ekstrakty zatezano w strumieniu azotu do objetosci 1 ml
i nastepnie analizowano chromatograficznie. Analize jako$ciowo-ilosciowa prze-
prowadzono z wykorzystaniem chromatografu gazowego Fisons z kolumng kapi-
larng DB-5 o dlugosci 25 m, grubosci filmu 25 pm. Ilo§ciowo oznaczano 2-, 3-
I 4-pierScieniowe weglowodory, ktore sa na liscie EPA. Byly to: naftalen, ace-
naftylen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranten, piren, ben-
zo(a)antracen i chryzen. Sposréd wymienionych weglowodoréw w odniesieniu
do dwodch ostatnich weglowodoréw potwierdzono, ze majg wihasciwosci rako-
tworcze [14].

Dla sprawdzenia procedury oznaczania WWA przyjetej w badaniach okreslo-
no odzyski standardowej mieszaniny WWA z osadow. W tym celu do probki
wymieszanych osadow wprowadzono mieszaning standardowa WWA Accu Stan-
dard Inc.USA i przeprowadzono oznaczanie jakosciowo-ilosciowe WWA zgod-
nie z procedurg opisang wyzej. Odzyski standardowej mieszaniny WWA
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(z uwzglednieniem poczatkowej zawartosci w badanych materiatach) wahaty sie
w granicach od 29% (naftalen) do 94% (piren). Warto$¢ $rednia (z uwzglednie-
niem najbardziej lotnego naftalenu) wynosita 65% i mieScita si¢ w zakresie opi-
sywanym w literaturze [7, 15].

2. Wyniki badan i dyskusja

Po 22 dobach trwania fermentacji warto§¢ pH wynosita 8,2. Stezenie LKT
spadto do wartosci 2,6 mval/l, uwodnienie wzrosto do 98,5%. Substancje orga-
niczne stanowity 42% suchej masy. Warto$¢ potencjatu utleniajaco-redukcyjnego
byta w zakresie 0d —380 do —350 mV. Objetos¢ biogazu wynosita 0,38+0,4 |. Za-
notowano spadek st¢zenia azotanéw do wartosci 4 g/l oraz wzrost zasadowosci
do wartosci 7 val/l, co §wiadczy o przebiegu procesu denitryfikacji.

Zawarto$¢ poczatkowa 10 WWA w osadach wynosita srednio 726 pg/kg s.m.
Stezenie naftalenu wynosito 111 pg/kg s.m. Weglowodory 3-pierscieniowe sta-
nowity 35% sumarycznej ilosci badanych WWA. Stezenie 4-pierscieniowych by-
o na poziomie 365 pg/kg s.m. Na rysunku 1 przedstawiono zmiany stezen anali-
zowanych weglowodorow w osadach przed fermentacija, po 8 dobach jej trwania
oraz po zakonczeniu eksperymentu (po 22 dobach). Stezenie w osadach kontrol-
nych we wstepnej fazie fermentacji, czyli podczas hydrolizy ztozonych zwigzkow
organicznych, wzrosto dwukrotnie. Po 8 dobach zaobserwowano, ze zawarto$¢
badanych weglowodorow przekroczyta 1400 pg/kg s.m. Wigksze stgzenia WWA
we wstepnej fazie fermentacji obserwowano juz we wczesniejszych badaniach
[10]. W opisywanym doswiadczeniu odnotowano znaczacy wzrost stezenia nafta-
lenu oraz 3-pierscieniowych zwigzkow. Stezenie naftalenu po 8 dobach fermen-
tacji wynosito 358 pg/kg s.m. i utrzymato si¢ na tym poziomie do 22 doby inku-
bacji. W koncowym etapiec badan stezenie sumaryczne WWA wynosito
1349 ng/kg s.m. W tym przypadku odnotowano mniejsze st¢zenia acenaftylenu,
acenaftenu i fluorenu, podczas gdy pozostatych weglowodoréw byty na poziomie
podobnym jak po 8 dobach inkubacji.

Przebieg zmian stgzen WWA w osadach poddawanych fermentacji w warun-
kach denitryfikacji byt podobny do zmian st¢zenia analizowanych zwigzkéw
w osadach kontrolnych. Dodatek azotanéw nie hamowat uwalniania si¢ WWA
i w fazie hydrolizy rowniez obserwowano wigksze stezenia WWA. Na rysunku 2
przedstawiono zmiany st¢zenia poszczegdlnych zwiazkow podczas inkubacji.
W koncowej fazie fermentacji odnotowano ubytek wigkszosci badanych weglo-
wodoréw. Sumaryczne st¢zenie koncowe byto o 24% mniejsze od zanotowanego
po 8 dobach. Koncowe stezenie osmiu weglowodoréw byto na poziomie
1043 pg/kg s.m. Mozliwe jest zatem, ze bakterie denitryfikacyjne, ktorych rozwoj
wspomagano dodatkowg ilo$cig azotanoéw, moga powodowac rozktad WWA. Do-
tyczy to badanych weglowodordéw z wylaczeniem acenaftylenu, antracenu i fluo-
rantenu, ktorych stezenia koncowe w osadach kontrolnych i z dodatkiem azota-
néw byly na tym samym poziomie.
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Rys. 1. Zmiany iloSciowe WWA w osadach kontrolnych
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Rys. 2. Zmiany ilosciowe WWA w osadach z dodatkiem azotanu(V) sodu

W osadach, w ktorych zahamowano aktywnos$¢ mikroorganizméw (probki
z dodatkiem azydku sodu), zaobserwowano wahania stezenia sumarycznego ba-
danych zwigzkow. Koncowe sumaryczne stezenie 10 WWA wynosito 640 pg/kg
s.m. Na rysunku 3 przedstawiono przebieg zmian ilo$ciowych badanych
weglowodorow. W odniesieniu do zawartoSci poczatkowej sumaryczne stezenie
koncowe byto mniejsze o 12%. Najwiekszy ubytek, bo siggajacy 57%, zanoto-
wano w przypadku benzo(a)antracenu i chryzenu. Sa to weglowodory 0 najwigk-
szej, sposrod badanych, wartosci wspolczynnika podziatu oktanol/woda, co
$wiadczy 0 utrudniajacej ekstracj¢ silnej sorpcji tych zwigzkow na czastkach sta-
tych.
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Rys. 3. Zmiany iloSciowe WWA w osadach z dodatkiem azydku sodu

Sumaryczne stezenie poczatkowe WWA w cieczach nadosadowych wynosito
$rednio 4,3 pg/l. Na rysunku 4 przedstawiono zmiany st¢zenia WWA w cieczach
nadosadowych, jakie odnotowano podczas fermentacji. W probce kontrolnej za-
obserwowano prawie 2-krotnie wigksze stgzenie tych zwiazkoéw po 8 dobach in-
kubacji. Jak wykazano we wczesniejszych badaniach, weglowodory mogg uwal-
nia¢ si¢ do cieczy podczas fazy hydrolizy. Koncowe stgzenie byto o 30% wigksze
od poczatkowego. W obecnosci azotanow jako akceptora elektrondw stezenie
sumaryczne  WWA w cieczach nadosadowych po 8 dobach fermentacji osadow
wynosito 7,5 pg/l (rys. 5). W koncowej fazie inkubacji nastapit spadek stgzenia
WWA w cieczach. Stopien degradacji WWA w cieczach podczas fermentacji
osadow wskazuje na to, ze w cieczach w warunkach denitryfikacji ubytek sumy
WWA wyniost 31% w odniesieniu do stezenia poczatkowego i 60% w odniesie-
niu do stgzenia po 8 dobach inkubacji. Potwierdza to mozliwos$¢ degradacji bada-
nych WWA (z wyjatkiem acenaftylenu) przez bakterie denitryfikacyjne. Przebieg
zmian ilosciowych WWA w cieczach z dodatkiem azydku sodu przedstawiono na
rysunku 6.
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Rys. 4. Zmiany ilosciowe WWA w cieczach znad osadéw kontrolnych
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Rys. 6. Zmiany ilosciowe WWA w cieczach nadosadowych z dodatkiem azydku sodu

Gdy w osadach zahamowano aktywno$¢ mikroorganizméw, obserwowano
stopniowe obnizanie stezen badanych weglowodoréw. Przyczyna tego najpraw-
dopodobniej byty przemiany abiotyczne, takie jak: sorpcja na czastkach statych
(odnotowano wzrost stezenia w fazie statej po 8 dobach - rys. 3), reakcje z inny-
mi sktadnikami i powstawanie pochodnych, ulatnianie. Koncowe st¢zenia bada-
nych WWA byty 0 47% mniejsze niz poczatkowe.

Whnioski

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan w przyjetych warunkach
doswiadczenia mozna sformutowac nastepujace wnioski:
1. Podczas fermentacji w warunkach denitryfikacji zanotowano obnizenie steze-
nia sumarycznego badanych WWA w fazie stalej o 24% w odniesieniu do
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stezenia po 8 dobach procesu, podczas gdy w osadach kontrolnych stezenie
WWA nie zmieniato si¢.
2. Degradacja WWA w cieczach nadosadowych wynosita 31% w warunkach de-
nitryfikacji (w kontrolnych probkach nastapit wzrost stezenia WWA o 30%).
3. Gdy zahamowano aktywno$¢ mikroorganizmow, nastgpito obnizenie st¢zenia
WWA w osadach 0 12% i w cieczach nadosadowych o 47% w poréwnaniu
z zawartoscig poczatkowa.

Podzi¢kowania

Prace wykonano w ramach projektu badawczego Nr 4T0D04024 finansowa-
nego przez Komitet Badan Naukowych oraz BS-402-301/07/R.
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Quantity Changes of PAHSs in Sewage Sludge and in Supernatants
during Fermentation Process under Denitryfication Conditions

The study expands on the changes of PAHSs in sewage sludge and supernatants under
nitrate reducing conditions as well as during anaerobic digestion. Raw and digested sludge
samples used in the experiment were collected from a municipal wastewater treatment
plant receiving both domestic and industrial effluents. Mixed sludge samples were incu-
bated in dark at 36°C. As required for denitrification NaNO; was added to the mixed
sludge. For comparison abiotic samples with sodium azide were also prepared. PAHs con-
centration was determined before incubation, after 8 days and after 22 days of incubation.
Qualification and quantification of 2-, 3- and 4-ring PAHs (according to EPA recommen-
dation) was carried out by gas chromatography - mass spectrometry. Determination of
PAHSs was done in sewage sludge and in supernatants simultaneously. Over 22 days of an-
aerobic digestion changes of PAH total concentration in both sewage sludge and superna-
tants were observed. During hydrolysis of organic compounds (first phase of fermentation)
in the control samples (in sewage sludge and in supernatants) the increase in the concen-
tration of PAHSs occurred (especially for naphthalene and 3-ring PAHSs). The concentration
changes of individual hydrocarbons were different. The sum of concentrations of 10 PAHs
in sewage sludge was reduced by 22% on average under nitrate-reducing conditions after
22 days. The concentration of PAHSs in control samples of sewage sludge was higher than
the initial concentration. In the supernatants the concentration of PAHs was reduced by
31% on average under nitrate-reducing conditions. The contribution of abiotic processes
in the removal of PAHSs in the supernatants was significant. In the samples with the inhib-
ited activity of microorganisms the decreases of PAHs concentration was equal 47%.
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