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X.WPROWADZENIE

Naturalne zbiorniki wodne zasiedlajg zespoty organizmow
powstate z wielogatunkowych, populacji. Niektdére z nich wyste-
puja w toni wodnej jako formy wolnopdywajace, a inne tworzag
Sluzowate blonlci na powierzchniach zanurzonych przedmiotow.
ZdoInosS¢ mikroorganizméw heterotroficznych do tworzenia bdon
przytwierdzonych do podtoza, wykorzystano w technice sanitar-
nej do oczyszczania Sciekow metoda z46z biologicznych. Sposo-
by wdrozenia tej metody sg doskonalone od wielu lat w celu
optymalizacji rozwigzan konstrukcyjnych i technologicznych.
Rownolegle rozwijajg sie badania biologiczne nad okresSleniem
struktury bdony, sk#adu ilosciowego i gatunkowego tworzacych
Jja mikroorganizméw oraz dynamiki ich rozwoju.

Poczgwszy od lat 60-tych obserwuje sie intensywny rozwdj
badaii nad biodegradacjg Sciekow metoda z46z biologicznych.
¥ badaniach tych podejmowane sa proby interpretacji przebie-
gu procesu na podstawie kinetyki reakcji biochemicznych oraz
szybkosci wzrostu biomasy bdony.
¥ tym aspekcie ocena stanu fizjologicznego mikroorganizméw
wystepujacych w biocenozie, ma podstawowe znaczenie w prog-
nozowaniu przebiegu procesu oczyszczania $ciekow. Oceny tej
mozna dokona¢ na podstawie pomiarow aktywnosci enzymatycznej
drobnoustrojow jak réwniez obliczen parametrow kinetycznych
reakcji biochemicznych. Do chwili obecnej badania w tym zak-
resie prowadzone byty jJedynie w odniesieniu do biocenozy
osadu czynnego oraz biocenoz biorgcych udziat w rozktadzie

Sciekdéw na drodze beztlenowej.
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W pracy niniejszej podjeto probe zastosowania w/w

wskaznikoéw aktywnosci fizjologicznej mikroorganizméw do

oceny rozwoju b4ony biologicznej z4+oza obrotowego, w za-
leznosci od zmiennych, parametréw technologicznych, procesu
oczyszczania Sciekéw z produkcji drozdzy.
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Il. Cze St TEORETYCZNA

1. EKOLOGIA Zt0Z BIOLOGICZNYCH

Hawkes /Zh/ 1 Brink /5/ charakteryzuja ztoza biologicz-
ne jako niekompletne, otwarte ekosystemy, gdzie dominuje
rozk+ad materii organicznej tj. heterotrofia. Czynnikami
abiotycznymi sa zwigzki organiczne 1 mineralne w postaci
rozpuszczonej oraz zawiesiny, powietrze, jak réwniez materiat,
na ktorym rozwija sie biomasa. Organizmy wystepujace w bdonie
spetniaja role czynnikéw biotycznych. Barker, Crozier 1 Harris
podkreslaja jednak, ze ogolnie przyjeta zasada ekologiczna
odwrotnej proporcjonalnosci wielkosci populacji do réznorod-
nosci gatunkéw na ogot nie znajduje potwierdzenia w odniesie-
niu do fauny 246z biologicznych /za Ecological Aspeds of
Used - water Treatment 17/.

¥ ztozach talc jak, w innych ekosystemach nastepuje prze-
ptyw materii i energii. Wg Hawkesa /72"t/ rys» 1 znaczna czesC
doptywajgcej substancji organicznej zuzywana jest podczas
respiracji mikroorganizméw heterotroficznych, a odpowiednia
J®) i1losc wykorzystywana jest na budowe nowej biomasy.

Obecne w b#onie chemosyntetyzujgce bakterie autotroficzne

nie wywieraja znacznego wp4ywu na przyrost biomasy. Organiz-
my saprot ityczne i autotroficzne sg rownoczesnie pokarmem

dla pierwotniakéw i fauny zerujgcej. Natomiast odptyw ze zH4o-
za zawiera produkty metab”™olizmu, komérki obumarde jak row-
niez pewng ilos¢ zywych organizméw bdony.

Podstawowymi organizmami saprofitycznymi w bdonie z punk-

tu widzenia ich roli w procesie mineralizacji Sciekéw sg bak-

terie 1 grzyby, ktorych sk#ad gatunkowy zalezy od rodzajoéw



Vprzez utlenienie na drodze
biochemiczne j

Jw wynillcu obumierania organiz-
mow i produktow rozkdadu
Rys. 1. Schemat g4#oéwnych drdég przenoszenia materii
W procesie oczyszczania Sciekéw organicznych
na z4ozach /Hawk.es 1963/



Sciekow.
¥ biocenozie btony wsrod bakterii, weddug Calaway®a /6/
wyrézni¢ mozna nastepujace podstawowe grupy /w nawiasach,
podano rodzaje lub gatunki najbardziej typowe/:
- bakterie zooglealne /Zoogloea ramigera/
- tlenowe bakterie wytwarzajgce spory /Bacillus cereus/
- bakterie wytwarzajgce pigmenty /Flax/obacterium aquatile/
- bakterie alkalizujgce /Alcaligenes faecalis/

- typowe glebowe promieniowe /Nocardia/

Wed4ug Heukelekiana. 1 Crosby /26, 27} 28/ w z#ozach, zrasza-
nych oczyszczajacych Scieki petrochemiczne, dominuja bakte-
rie z rodzajoéw Zoogloea, Beggiatoa i Thiothrix. Pretorius /"7/

natomiast podaje, ze w z4ozach obrotowych oczyszczajgcych

(7N

cieki miejskie na dwéch pierwszych szeregowo podgczonych
tarczach g#éwny sktadnik flory bakteryjnej stanowig przedsta-
wiciele rodzajéw Sphaerotidus i Beggiatoa, podczas gdy na
nastepnych, obok rodzaju Zoogloea wystepujg jedynie bakterie
nitryfilcacyjne. Intensywno$s¢ wzrostu bakterii w poszczegol-
nych warstwach z46z jest zroéznicowana tuzalezniona od steze-
nia sSciekéw przeptywajacych przez te warstwy i wykazuje cha-
rakterystyczng stratyfikacje /wraz z gtebokoscig ulega zmniej-
szeniu/ .

Dane dotyczace mykoflory bd4ony biologicznej sg nieliczne.
Tomlinson i Williams /17/ na podstawie doswiadczeii prowadzo-
nych przez licznych badaczy w latach 1938 - 53 w Water
Pollution Research Laboratory w Birmingham podaje, ze domi-
nujacymi gatunkami grzybdéw, wystepujacymi w bdonie biologicz-

nej na ztozach zraszanych by#y: Sepedonium sp. Subbaromyces
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splendens, Ascoidea rubescens, Fusarium aquaeductuum,
Geotrichum candidum 1 Trichosporon cutaneum. Pretorius /47/
donosi 0 rozwoju grzybdéw z rodzaju Athrobotrys w bdonie
z46z oczyszczajacych Scieki miejskie.

Jakkolwiek w procesie oczyszczania sciekow na zdozach
biorg udziat mikroorganizmy heterotroficzne 1 chemosyntety-
zujace mozliwy jest rozwéj organizmow fotosyntetyzujacych
szczegoOlnie na powierzchniach eksponowanych na sSwietle.
Ued+ug Bensona — Evansd 1 Williramsa /17/ na z4ozach zrasza-
nych rozwija¢ sie moga glony: z grupy sinic i zielenic
/Chlorella, Ch#orococcum, Phormidium, Oscillatoria, Stigeo-
clonium i1 UlotTvrix/ oraz niektdére okrzemki. Wzrost tych orga-
nizmow nie jest jednak pozadany z uwagi na fakt, ze nie bio-
ra one udziatu w procesie usuwania zanieczyszczen ze sciekoéw,
a rozwijajac sie w goéornych warstwach zmniejszaja powierzchnie
czynng zdoza, ktdéra powinna by¢ dostepna dla bakterii 1 grzy-
béw. Ponadto rozwijajac sie masowo, utrudniaja one penetracje
tlenu do z#oza oraz przeptyw przez nie Sciekéw. Zapobiegac
temu mozna poprzez eliminacje dostijpu Swiatda.

¥ btonie wystepujg liczne organizmy zwierzece holozoicz-
ne tzw. mikro— 1 makrofauna. Mikrofauna reprezentowana jest
przez wiele gatunkéw pierwotniakow charakterystycznych dla
odpowiednich stref saprobowych. Curds /17/ podaje wykaz
Protozoa obejmujacy 219 taksondéw, z ktérych wiciowe stano-
wig 65, zarodziowe 38, a orzeski 116 gatunkéw. Z badan
Curdsa i cockburna /13/ nad mikrofaung 46 oczyszczalni Scie-
kow ze zdozami zraszanymi wynika, ze dominujacymi pierwotnia-

kami w bdonie biologicznej sg orzeski. Uwaza sie jJe za wazne
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wskazniki efektu oczyszczania Sciekow /12, 13, 1~, 17, 37/.
Wielu, autorow podkresla duze znaczenie pierwotniakéw w bioce-
nozie bdony. Mikroorganizmy te odzywiajac sie bakteriami od-
miadzajg ich. populacje, co przyczynia sie do utrzymywania

ichi wysokiej aktywnosci biockemicznej. Niektére gatunki pier-
wotniakéw sga zdolne do wytwarzania Sluzu, co wpdywa pozytyw-
nie na strukture btony biologicznej.

Makrofauna, czesto nazywana zerujacag, reprezentowana
jest przez nicienie, wrotki, pieﬁfcienicei larwy owadow. «
Odgrywa ona istotng role w regulacji ilosci biomasy biony.

Wg Calaway~"a /7/najliczniejszg grupa Metazoa sg nicienie,
ktérym przypisuje sie duze znaczenie w usuwaniu bdony.

Wielu badaczy zwracato uwage na sk#ad chemiczny b4ony
biologicznej, ktory ksztattuje sie w zaleznosci od metaboliz-
mu komorkowego organizméw jak rowniez skdadu doprowadzanych
Sciekéw. Makroskopowo bdona charakteryzuje sie jako kleista,
lepka, galaretowata masa przylegajgca do wypednienia ztoza.

Badania Jonesai wsp. /30/ wykazaty, ze baleterie sga osa-
dzone w sposéb nieuporzadkowany w galaretowatej substancji
miedzykomérkowej z4#ozonej z polisacharydow i wody. Objetosc
komérek miliroorganizméw stanowi tylko niewielka czesS¢ ogdlnej
objetosci btony. Wilkinson /69/, poréwnujac bakteryjne poli-
sacharydy stwierdzit, ze materiat pochewkowy jest uwodniony,
zawiera okoto 98 A wody.

Gaudy 1 Wolfe /18/ stwierdzili, ze w sktad chemiczny btony
wchodzg g+ownie weglowodany /dekstran, fruktozany, laktozany/
zawierajace niewielkie ilosci azotu, ktéry jest przypuszczal-

nie zwigzany w polimerach kwaséw hialuronowych lub podobnych

sktadnikach. Weglowodany polimeryzuja wytwarzajac rozgatezio-
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ne lub +ancuchowe polisacharydy.

Jones i wsp. /30/ badali zdolnoS¢ przenikania barwnikow
poprzez b4ony biologiczne w celu stwierdzenia mozliwosci pe-
netracji substratu w gtgb komérek. WHhasciwos¢ ta ma wazne
znaczenie w przenoszeniu masy. Mikrofotografie btony przed-
stawione przez autoréw ilustruja zageszczenie materiatu
weglowodanowego w obszaracli przylegajacych, bezposSrednio do
mileroorganizméw. Po dodaniu barwnika komérki nie barwig sie
intensywnie, co sugeruje bardzo powolng dyfuzje barwnika po-
przez oégczajacy je materiat.

Pavoni /h$/ badat wptyw materiatu otaczajacego komorki
bakteryjne na sktad podtoza hodowlanego. Autor wykazat, ze
podczas wzrostu i1 autolizy bakterii na podfozu ptynnym sub-
stancje wchodzgce w sktad pochewek dostawaty sie w sposoéb
ciaggty do roztworu. Fakt ten sugeruje mozliwosS¢ ich oddziaty-
wania na sk#ad chemiczny Sciekéw odptywajacych ze zdoza bio-
logicznego .

Przytoczone dane wskazuja, ze gtownie weglowodany wyste-
pujace w bdonie mikroorganizméw mogg znacznie utrudnia¢ tran-
sport substancji pokarmowych do wnetrza komérek. Ponadto na-

gromadzanie sie materiatu pochewkowego moze wywiera¢ nieko-

rzystny wpdyw na skdad chemiczny Sciekéw odpdywajacych.

CILalAKT2RYSTYKA PROC3SU WZROSTU BLONY BIOLOGICZIJEJ

Efekt procesu oczyszczania Sciekéw na zdozach biologicz-
nych zalezy w duzej mierze od dynamiki wzrostu b+ony biologicz
nej. ¥ tym aspekcie podstawowe znaczenie majg mechanizmy re-
gulujgace pierwszy etap tego procesu tj. przytwierdzanie sie

organizméw do powierzchni wypednienia zH#06z.
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Wed4ug Zobellél /za Chdrack¥isem 8/ proces ten przebie-
ga dwustopniowo. W pierwszym etapie komdérki drobnoustrojoxv
adsorbujag sie na powierzchni wypednienia, a w drugim ulega-
ja przyczepieniu do niej za posrednictwem substancji wydzie-
lanych. pozakomérkowo .

Meadows /b2/ wnioskowat, ze zjawisko to jest zalezne od
wdasciwosci btony komérkowej. Stwierdzid4 on, ze ruchliwe
Gram /-/ bakterie 4atwo przylegaja 1 odczepiajag sie od szkie-
+ek, przy czym zachodzi to w réznym czasie: od kilku sekund
do wielu godzin. Bakterie zabite promieniowaniem UV, u Kkto-
rych nie nastepuje zniszczenie struletur bdtony komdrkowej
1 otoczek przytwierdzajg sie +atwo tak jak zyjace bakterie.
Natomiast na skutek zmian w strukturze b4ony komérkowej i oto-
czek pod wptywem podwyzszonej temperatury 1 formaliny, martwe
komorki przytwierdzajg sie gorzej.

Z danych pismiennictwa wynika, ze istnieje kilka teorii
wzrostu btony biologicznej. Ich autorzy przyjmujg odmienne
stanowiska odnosnie wpdywu czynnikow ograniczajacych takich,
jak dostepnos¢ tlenu czy substratu na rozwdj mileroorganizméw.
Teoria Sandersa /5-/ zaktada, ze wzrost btony na z#ozu naste-
puje w trzech fazach.

W pierwszej fazie wzrostu logarytmicznego komorki przyt-
wierdzajg sie na catej powierzchni ztoza. Faza ta trwa do
chwili pokrycia powierzchni jedng warstwg mikroorganizmow
w postaci cieniciej bloriki. Podczas tego okresu kazdy orga-
nizm na powierzchni ma zapewniong do swego rozwoju odpowied-

nig ilos¢ substratu i tlenu. Poniewaz wszystkie organizmy
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sg w tej samej fazie wzrostu, powoduje to zmiany w szybkosci
usuwania substratu i1 tlenu, ktdére sg proporcjonalne do wzro-
stu biomasy organizméw.

Dalszy okres namnazania sie mikroorganizmow trwajacy
do osiggniecia pewnej grubosci btony, ograniczajacej dyfuzje
tlenu, okreslany jest jako druga faza wzrostu - przejsSciowa.
Podczas tego okresu powierzchnia jest czynnikiem ogranicza-
Jjacym wzrost bdony, poniewaz nowe generacje organizméw muszag
tworzy¢ nowe warstwy na juz istniejacych.. Tale wiec w tej fa-
zie b4ona biologiczna sktfada sie z kilku warstw mikroorganiz-
mow .

W zewnetrznej, powierzchniowej warstwie substrat 1 tlen nie
sg czynnikami ograniczajgacymi wzrost.

Nastepne, natomiast warstwy podtozone g#ebiej, otrzymujag ilos-
ci tlenu 1 substratu zaleznie od stopnia dyfuzji poprzez
zewnetrzng warstwe. ¥ stosunku do warstwy powierzchniowej
mikroorganizmy w warstwach wewnetrznych wchodzg w opd6znio-

ny lub endogeniczny okres wzrostu. ¥ czasie trwania fazy
przejsciowej, wzrost biomasy organizméw moze by¢ w przybli-
zeniu rowny czasowi statej szybkosci wzrostu organizmow

w zewnetrznej warstwie. Jednakze, z uwagi na to, ze organiz-
my znajdujg sie przynajmniej w dwéch stadiach wzrostu, zuzy-
cie tlenu i1 substratu nie moze by¢ proporcjonalne do szybkos$-
ci wzrostu biomasy.

Trzecia 1 najwazniejsza faza stanu statego obejmuje
okres od czasu, kiedy dyfuzja tlenu jest czynnikiem ograni-
czajacym rozwoj bdony, az do chwili jej oderwania sie od pod-
toza. ¥ fazie tej mozna wyrézni¢ dwie zasadnicze warstwy:

tlenowg 1 beztlenowg. Z chwilg osiggniecia stanu statego,
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warstwa tlenowa osigga stalg grubos¢ wyznaczong dyfuzjag
tlenu w gtab btony. Warstwa ponizej tej grubosci staje sie
beztlenowa, tworzg ja obumarde organizmy tlenowe oraz te,
ktére majg zdolnos¢ do rozkdtadu zwigzkéw organicznych w wa-
runkach beztlenowych. Zmiany biomasy w warstwie aktywnej
I zmiany w szybkosci zuzycia tlenu sg rowne zero. Jednakze
zupednie inaczej ksztattowaC sie bedg zmiany w stezeniu
substratu.
W warstwie beztlenowej pod aktywng masg organizmow powstajag
produkty posrednie niecatkowitego utleniania zwigzkéw orga-
nicznych, jak réwniez zwigzki uwolnione z lizy obumardych
komérek mikroorganizméw. Produkty te dyfundujac na zewnatrz,
zwiekszajg 1108¢ substratu dostepng dla organizméw warstwy
aktywnej. Powoduje to zmniejszenie zuzycia substratow wys-
tepujacych w Sciekach. Faza stanu statego charakteryzuje sie
wg Sandersa /5" liniowym wzrostem biomasy mikroorganizméw,
statym zuzyciem tlenu, spadkiem szybkosci usuwania substratu
w czasie.

Dane Komegay"a 1 Andrewsa /33/, Tomlinsona 1 Snaddon
/63/ nie potwierdzity jednali teorii Sanders™a. Uzyskane przez
nich wyniki badan by4ty podstawg do sformutowania drugiej teo-
rii, ktdéra postuluje istnienie przy powierzchni bdony, aktyw-
nej warstwy organizmow, w ktorej szybkos¢ usuwania substratu
jest maksymalna 1 stata az do momentu oderwania sie biony.

Iloehn 1 Ray /29/ stwierdzili, ze rbéznice pomiedzy obu
przedstawionymi teoriami rozwoju b#ony, ktdore dotyczg zalez-
nosci pomiedzy szybkosScig usuwania substratu 1 gruboscia bto-

ny, wynikaja przede wszystkim z réznych metod analizowania



wynikéw. Uwazajg oni, ze teorie te nie wykluczajag sie wza-
jemnie i1 na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowali
pewne modyfikacje tych koncepcji, zwigzane ze wzrostem bto-
ny 1 zmianami w jej gestosci. Ponizej przedstawiono poszcze-

golne fazy wzrostu b4ony wg HoehnéL /29/.

(k)

Cd)
}e VCCb vso/tur?
© Q)
e organizmy ilenom m gsrewjjprei
« obumarte organizmy tlenowe /VTtd
\ organizmy beztlenowe w N
5

B+ona we wczesnym stadium rozwoju charakteryzuje sie mata
gestoscig, zbudowana jJest z galaretowatej substancji mie-
dzykomérkowej z niewielka liczbag bakterii /a/.

Nastepnie gestos¢ bdony wzrasta w zwiazku z szybkim rozwojem
mikroorganizméw. BozwOj ten odbywa sie przy pednym dostepie
substratu 1 tlenu /b, c/. Z chwilg osiggniecia przez btone

grubosci, przy ktorej tlen staje sie czynnikiem ogranicza-

jacym wzrost, organizmy tlenowe zaczynajag obumierac¢,a wzgledne
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tlenowce zmieniajg swdj metabolizm na beztlenowy. Podczas lizy
baleterii tlenowych, uwalniane substancje komérkowe sag substra-
tem dla organizméw beztlenowych., ktdérych posrednie produkty
metabolizmu dyfundujg do warstw powierzchniowych. Tam ulegaja
rozktadowi lub dostaja sie do odptywajacych Sciekdédw.Nastepuje
spadek gestosci btony i1 szybkosci usuwania substratu /d/.
Fakultatywne 1 beztlenowe mikroorganizmy dostosowujg sie do
nowych warunkéw sSrodowiskowych. Rozwdj ich pdbywa sie prawie
z maksymalng szybkosSciag i1 woxvczas gestos¢ bdony nie ulega
obnizeniu /e/. Powstajag warunki stanu statego tj. ustala sie
réwnowaga pomiedzy szybkoscia obumierania bakterii tlenowych,
a szybkoscig wzrostu fakultatywnych i bezwzglednych organiz-
mow beztlenowych. Stabilizuje sie gestos¢ biony, nastepnie
wzrost szybkosci usuwania substratu /f/.

Faza stanu statego trwa do chwili oderwania sie b4ony biolo-
gicznej od powierzchni /g/.

Tak wiec obecnie, istnieje kilka teorii wzrostu btony bio-
logicznej, ktore nie wykluczajg sie wzajemnie. Tfg HoehnoL 729/
koncepcja Sandersa dotyczy wzrostu bdon w warunkach, w ktdrych
czynnikiem ograniczajgcym jest dostepnos¢ substratu, a w teo-
riach jego i1 innych autoréw /Kornegay®a i Andrewsa /38/»

Tomdinsona 1 Snaddon /63/ czynnikiem limitujacym jest tlen.



METODY POMIARU WZROSTU BtONY BIOLOGICZNEJ

Jednym z g4#oéwnych czynnikéw warunkujacych eliminacje
zanieczyszczeh ze sSciekdédw metodg zHoza biologicznego jest
ilos¢ i1 jakos¢ btony biologicznej, a w szczegélnosSci aktyw-
nos¢ metaboliczna mikroorganizméw zwigzana z odpowiednig fa-
zg rozwoju btony. Stad, dobdér odpowiednich metod pomiaru w/w
parametrow charakteryzujacych wzrost bdony moze mie¢ podsta-
wowe znaczenie przy ocenie przebiegu procesu oczyszczania
Sciekow.

WSréd stosowanych do chwili obecnej metod oceny roz-
woju bdony biologicznej wyroézni¢ mozna dwie podstawowe grupy:
bezposrednie 1 posrednie. BezposSrednie polegajg na okresleniu
grubosci btony lub ilosci jej biomasy, a posSrednie oparte sg
na oznaczaniu liczby mikroorganizméw oraz zwigzkéw chemicz-
nych wydzielanych pozakomérkowo 1 w komérkach drobnoustrojoéw.
Do metod posrednich mozna takze zaliczy¢ badania nad wyznacza-
niem parametréw kinetyki szybkosci wzrostu biomasy i usuwania
substratu w zaleznosci od stezenia zwigzkéw organicznych w Scie
kach.

Z danych pismiennictwa wynika, ze badania aktywnosci enzy-
matycznej mikroorganizméw szeroko stosowane do kontroli proce-
su osadu czynnego i rozktadu Sciekédw na drodze beztlenowej,

w odniesieniu do procesu prowadzonego metoda z46z biologicz-

nych do chwili obecnej nie bydty wykorzystywane.

* Metody bezposrednie

Jak podano wyzej stosowane sag dwie bezposrednie metody

pomiaru bdony oparte na badaniach ilosci biomasy 1 grubosci
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btony. Parametry te wyznacza sie w powigzaniu z gestoscig
btony. Grubos¢ bdony oznaczana moze by¢ trzema metodami .
Norman 1 wsp. /hk/ pomiaru tego dokonywali za pomocg mikro-
manipulatora potaczonego z sondga elektryczng na podstawie
roznic w przewodnictwie elektrycznym bdony 1 powierzchni
/wykonanej ze stali nierdzewnej/, na ktérej rosnie biona.
Zclver /9/ okreslat grubos¢ btony w reaktorze tabularnym
poprzez pomiar jej objetosci na znanej powierzchni.
Najprostszg metoda zastosowat w 1982 r. Trulear /6k/ , ktéry
dokonywa+ tego pomiaru przy uzyciu mikroskopu optycznego po-
bierajac proébki z reaktora pierscieniowego. Metoda ta jest
jednak mato doktadna, duzy wpdyw ma wynik oznaczenia ma wspo4-
czynnik refrakcji mokrej btony.

Biomasa b4ony jest okreslona powszechnie stosowang meto-

dg wagowg tj. jJako sucha masa lub straty po prazeniu.

Metody posrednie

Metody posrednie pomiaru ilosci i1 aktywnosci metabolicz-

nej b4ony biologicznej polegaja na oznaczaniu:

- zawartosci specyficznych skdadnikéow wydzielanych przez

mikroorganizmy pozakomorkowo,

- liczebnosci komérek mikroorganizméw i zawartosci specyficz-

nych substancji komérkowych,

- kinetyki wzrostu biomasy b#ony biologicznej i szybkosci

usuwania substratu,

- aktywnosci enzymatycznej mileroorganizmow.
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Oznaczanie zawartosci specyficznych sktadnikow pozakomorlco-

wycki

110S¢ btony moze by¢ okreslana na podstawie pomiaru za-
wartosci zwigzkéw orcanicznych wydzielanych, przez komérki
mikroorganizmoéw. NajczesSciej oznacza sie zawartos¢ polisa-
charydéw, ogélnego wegla organicznego /0WO/ lub zawartosé
zwigzkoéw organicznych w oparciu o wskaznik ChZT. Nalezy pod-
kresli¢, ze konieczne jest wykonanie obliczen pozwalajgacych
na okreslenie korelacji pomiedzy zawartoscia specyficznego
sktadnika, a 1loscig biomasy bdtony. Pomiar i1losci bitony jest
zwykle obarczony wiekszym b4edem anizeli oznaczenia skdadni-
ka specyficznego. Stad tez Charack#is /9/ przedstawit+ grani-
ce detekcji 1 b4ad standardowy wynikajgcy ze stosowanych me-
tod analitycznych.

Opierajac sie na badantach Jonesa 1 wsp., Costertona
I wsp. z ktérych wynika, ze w bdonie rozwijajacej sie na zi#o-
zach wystepuja duze i1losci polisacharydow, Bryers /9/ zasto-
sowat jJe jako wskaznik do kontroli wczesnych stadiéw rozwoju
b+ony w reaktorze tabularnym.
Do oznaczania polisacharydow wykorzystat metode Dubois®a
1 wsp. z fenolem 1 stezonym kwasem siarkowym.

Pomiar zawartosci zwigzkéw organicznych oznaczonych jako

ChZT Bryers /9/ wykorzystat do posredniego okreslania ilosc

b+ony biologicznej. Prowadzgc badania w reaktorze tabularnym
zastosowat zmodyfikowang metode ChZT osigagajac wysoka czutoscé

/06 jag ChZr/cm2/ i dok#adnos¢ /+ 0,10/ig ChZT/cm”™/.
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Trulear /9/ kontrolowat rozw6j bdony w reaktorze piers-
cieniowym wykorzystujac jako wskaznik ogélny wegiel organicz-
ny. Czudos¢ i doktadnos¢ tej metody wynosita odpowiednio raniej
niz 2,0 1 + 0,75 ogolnego wegla organieznego/cm2

PoSredni pomiar i1losci bdony biologicznej oparty na

okreslaniu specyficznych jej skdadnikédw posiada nastepujace

zalety:

- niektdére z w/wym. metod sa bardziej czude niz bezpoSrednie

- dostarczajg informacji odnosnie sk#adu chemicznego bdony.

Ne2_ 2. Oznaczanie liczebnosci komérek mikroorganizmow 1 zawartosci

specyficznych substancji komorkowych

Istnieje kilka metod analitycznych - powszechnie stoso-
wanych lub proponowanych - do kontroli rozwoju i1 aktywnosci
metabolicznej btony biologicznej opierajgacych sie na pomiarze
liczby komérek i zawartosci substancji komérkowych, ktére wg

Characklisa 1 wsp. /9/ zestawiono ponizej:

Metoda pomiaru Rodzaj oznaczenia

BezposSrednie liczenie Ogoélna liczba komérek, w tyra
komérek zywych

Ogoélna liczba komérek przy uzy-
ciu mikroskopu epifluorescencyj-

nego
Chemiczne oznaczenia Adenozynotroéjfosforan /ATP/
substancji komérkowej Lipopolisacharydy /LPS/

Ogolna ilos¢ biatka
Zasadowa fosfataza

Kwas muraminowy

Poli - ji - hydroksymaslan
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Opierajac sie na oznaczaniu og6lnej liczby komdérek
i liczby komérek zywych jako wskaznika ilosci btony Corpe /11/
badat jej rozwdj na szkietkach szklanych zanurzonych w wodzie
morskieje
Wyniki uzyskane w czasie ekspozycji szkietek wskazywaty na
wzrastajgca ogolnag liczbe mikroorganizméw. Z analizy liczby
komérek zywych i1 martwych wynikato, ze liczba komérek zywych
byta zmienna. ¥ badaniach tych jednak nie okreslono grubos$-
ci ani ilosci biomasy bdony. Podobne badania wykonat Gerchakov
1 wsp. 720/ zanurzajac w wodzie morskiej pralgometry wykona-
ne z roéznych materiatéw /stal nierdzewna, szk#o, mosigdz, stop
miedzigowo-nikdowy/ . Uzyskano wykdadniczy wzrost ilosci zy-
wych komérek wraz z czasem ekspozycji na wszystkich stosowa-
nych materiatach. Przy czym najwieksza szybkosS¢ wzrostu btony
stwierdzono w pralgometrach ze stali nierdze\mej.

¥ ostatnich latach duzego znaczenia nabrata technika
epifluorescencyjna, stosowana do okreslenia liczby zywych
komérek. Technike te stosowato wielu autorow”Geesey i %vsp./19/
do badania rozwoju b4ony biologicznej tworzgcej sie w stru-
mieniach alpejskich, Trulear /9/ w reaktorze pierscieniowym,
Costerton /za Characklisem /79/ w wymiennilcach cieplnych.

¥ procesie mineralizacji Sciekéw poza kontrolg ilosci
biomasy na podstawie liczebnosci drobnoustrojéw istotne jest
jak juz zaznaczono, oznaczanie ich aktywnosci metabolicznej.

Jednym z parametrow najczesciej stosowanych do pomiaru
aktywnosci btony biologicznej jest zawartos¢ kwasu adenozyno-

tro jfosforowego - ATP, mHystopujgcego tylko w zywych komdérkach
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/23/» La Motta /h\/ obserwowat w reaktorze pierscieniowym pro-
porcjonalne zwiekszenie sie zawartosci ATP wraz zo wzrostem
grubosci btony do 320 Jo,

Jednoczes$nie stwierdzit, Zze powyzej tej grubosci biony ilosé
ATP jest stala, tale wiec oznaczona grubos¢ 320 Ja. stanowi

tzw. aktywng warstwe.

Lipopolisacharydy /LPS/ sa specyficznymi sktadnikami
b4tony komérkowej bakterii Gram /-/. Dexter i wsp. /16/ wyka-
zali, ze zawartos¢ lipopolisacharydéw jest proporcjonalna do
ogolnej ilosci komérek. Badania wykonywano przy uzyciu skanin-
gowego elektronowego mikroskopu. LPS moga wypdukiwaé¢ sie z bdon
komorkowych, do cieczy otaczajacych bakterie. Wkasnos¢ te wyko-
rzystat Costeron /za Characklisem 9/ do kontroli obecnosci
b+on biologicznych w systemach chtodzacych elektrowni, poprzez
pomiar w kondensatach ilosci rozpuszczonych lipopolisacharydow.
Jednali metoda ta jest kosztowna i daje nieporéwnywalne wyniki.

White 1 wsp. /63/ zaproponowali do pomiaru aktywnosSci
biomasy oznaczenia nastepujacych skdadnikéw komérkowych
baleterii:

- fosfatazy zasadowe]
- kwasu muraminowego
- poli- p -hydroksymaslanu

- Fosfolipidow

Nalezy podkresli¢, ze do chwili obecnej jest niewiele danych
odnosnie doktadnosci i1 czudtosci tych metod przy stosowaniu
ich do okreSlania i1losci btony biologicznej.

PosSredni pomiar rozwoju bdony w wyniku okreslania liczby

komérek i1 zawartosci substancji komérkowych pozwala ocenicé



stan fizjologiczny mikroorganizméw. Metody te charakteryzuja

sie na ogot duzg czutoscia.

Okreslanie kinetyki wzrostu biomasy_bdony biologicznej

I szybkosci usuwania substratu

Réwnanie Monoda charakteryzujgace kinetyke wzrostu kul-
tur bakteryjnych znalazd4o zastosowanie réwniez do opisu roz-
woju mikroorganizméw w procesie osadu czynnego i z46z biolo-

gicznych. Model ten opisuje przyrost biomasy w funkcji czasu:

d_x

gdzie:
X - stezenie organizméw

1y - swoista szybkos¢ wzrostu

¥ przypadku kultur, gdzie wzrost mikroorganizméw ograniczony

jest stezeniem substratu, swoistg szybkos¢ wzrostu okresla

roimanie:
w ktorym:
L"ma\ ” maksymalna swoista szybkos$¢ wzrostu
Kb - stata nasycenia
S - stezenie substratu

¥ oparciu o analize parametrow kinetycznych Atkinson
1 Daoud /1/ 1 La Motta /h\/ do oceny rozwoju bd4ony przyjeli
kryteria szybkosci usuwania substratéw lub akceptorow wodoru.
Trulear 1 Characklis /6k/ przeprowadzili badania w reaktorze
pierscieniowym 1 stwierdzili wzrost szybkosci zuzycia glukozy

waz z przyrostem biomasy bdony do pewnej jJej grubosSci.
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Wyznaczyli na tej podstawie tzw. aktywng warstwe biony.
Pomiar aktywnosci enzymatyczne! mikroorganizmow

Jak podano uprzednio, w pismiennictwie, nie znaleziono
danych, odnosnie oceny aktywnosci biochemicznej mikroorganiz-
mow bdony na podstawie badan enzymatycznych.

Stwierdzié¢, nalezy ze oznaczenia takie wykonuje sie czesto

w glebie, wodzie, osadzie czynnym jak 1 w osadach beztleno-
wych do okreslenia intensywnosci przemian biochemicznych

u drobnoustrojow. Przydatnos¢ pomiaru aktywnosci, niektdrych
enzymow do oceny aktywnosci biochemicznej bakterii stwierdzo-
no w odniesieniu do bakterii bytujgcych w glebie /35» 56/,
osadach dennych /55/ 1 w toni zbiornikéw wodnych /3/.

i procesie oczyszczania sciekébw osadem czynnym jako wskaz-
nik ogdélnej aktywnosci biocenozy przyjeto aktywnos¢ oddecho-
wg na podstawie pomiaréw respirometrycznych /72, 22, 34, 65»
66/ oraz aktywnos¢ dehydrogenazow”™ testem TTC /4, 36, 43» 48,
50, 53» 66/. Vaicum iwsp. /70/ badajgc osad czynny stwierdzi-
li, ze aktywnos¢ enzyméw oksydo-redukcyjnych koreluje ze wskaz
nikami fizyko-chemicznymi powszechnie stosowanymi w ocenie
efektu oczyszczania Sciekow.

Inne testy enzymatyczne znalazty takze zastosowanie do
pomiaru aktywnosci metabolicznej osadu czynnego i1 osadow bez-
tlenowych /33» 39» 57» 58, 59» 60, 61/. Richards 1 wsp. /51/
opierajac sie na metodach opracowanych przez TeuberdL i
Brodischa/58, 59/ wybrali 8 enzyméw do oceny pracy osadu czyn-
nego w 13 oczyszczalniach miejskich w procesie prowadzonym

przy roznych parametrach technologicznych. Okreslali oni
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aktywnos¢ kwasnej i1 zasadowej fosfatdzy, ureazy, proteazy,
L-glukozydazy, arylsutfatazy, L-alaniny, aminopeptydazy 1 de-
hydrogenaz - test TTC w zaleznosci od szybkosci usuwania
ChZT. Wartosci aktywnosci pienfszych dwéch enzyméw nie wyka-—
zywaty zaleznosci od efektu oczyszczania Sciekdéw, a ureazy

- tylko niewielka korelacjag z szybkosciag usuwania ChZT przy
niskich +adunkach zanieczyszczen. Aktywnos¢ pozostatych ba-
danych enzyméw byta zalezna od tempa eliminacji ChZT i osig-
gata maksymalne wartosci przy szybkosci usuwania ok. 0,3 g
ChzT/g/d. Richards 1 wsp. /51/ zastosowali kinetyczny model
Chase 710/ do okresSlenia zaleznosci pomiedzy aktywnosScig ba-
danych enzymow a szybkoscig usuwania zanieczyszczen okresla-
nych jako ChZT.

Model ten zaktada, ze szybkos¢ metabolizmu jest g#dwnie
kontrolowana poprzez stezenie enzymu w biomasie btony. Steze-
nie enzymu w warunkach stanu statego zalezy od stezenia sub-
stratu. Ponadto dla danego stezenia substratu istnieje opty-
malny poziom enzyméw potrzebny do prawidfowego metabolizmu
tego substratu. W odpowiedzi na zmiany w stezeniu substratu,
zmienia sie stezenie enzymu do chwili osiggniecia poziomu
optymalnego.

Rownowaga poziomu stezenia enzyméw wyrazona jest przez roéw-
nanie:

Z =Z mje /"3/ (Kg + S)/

gdzie Z ma:; jest maksymalnym mozliwym stezeniem enzymu, Kg

jest stata substratowg, a S stezeniem substratu.
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Badania aktywnosci enzymatycznej mikroorganizmow osadu
czynnego wykazaty, ze oznaczenie to stanowi¢ moze podstawo-
we badanie kontrolne przy ocenie pracy oczyszczalni biolo-
gicznych. Daje to podstawe do przypuszczenia, ze w powigza-
niu z odpowiednim modelem kinetycznym wzrostu biomasy 1 usu-
wania zanieczyszczen ze Sciekow badania aktywnosci enzymaty-
cznej biocenozy moga by¢ wielce przydatne w prognozowaniu
przebiegu procesu oczyszczania Sciekéw w z4ozu w warunkach
procesu prowadzonego przy zmiennym 4adunku zanieczyszczenh

w Sciekach doptywajacych.



1.

2k

CZelU DOSWIADCZALNA

CEL 1 ZAKRES PRACY

Celem pracy byto okresSlenie parametrow technologicznych,
z+oza obrotowego, przy ktérych uzyska¢ mozna efektywny roz-
wéj 1 wysoka aktywnosS¢ enzymatyczng biocenozy bioracej udziat
W procesie oczyszczania $Sciekédw po zdrozdzowaniu wywaru mela-
sowego -

Zakres pracy obejmowat okreslenie w bd#onie biologicznej
ztoza:

a/ aktywnosci enzymatycznej mikroorganizméw z uwzglednieniem
aktywnosci ogoélnej dehydrogenaz, aktywnosci dehydrogenaz
specyficznych - bursztynianowej, glutaminianowej i1 mlecza-
nowej ,

b/ liczebnosci bakterii i1 grzybodw,

c/ skdadu jakosSciowego 1 ilosciowego organizméw zwierzecych,

d/ parametrow kinetycznych opisujacych zaleznosci pomiedzy
stezeniem Sciekéw, a ditywnoscig enzymatyczna, liczbag bak-

teriil 1 grzybow /p. a - c/,
e/ i1losci aktywnej biomasy.

Badania prowadzono przy zmiennych parametrach takich jak:
stezenie Sciekéw, predkos¢ obwodowa 1 ddugosé tasmy.

Przyjety zakres pracy zmierzat do wytypowania parametroéw
technicznych dla ztoza obrotowego, przy ktorych aktywnosé
enzymatyczna i1 rozwdj mikroorganizmow zapewni¢ mogg wysokKi

stopien oczyszczania Sciekow.
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Powyzsze badania stanowi¢ miaty takze podstawe do okres-
lenia sposrod testow enzymatycznych., opracowanych dla celdow
niniejszej pracy, oznaczeii moggcych znalez¢ zastosowanie ja-
ko badania kontrolne przebiegu procesow biochemicznych na

z¥ozach.

. MATERIAL I METODY

Urzadzenie badawcze

Proces biodegradacji S$ciekéw prowadzono w urzadzeniu pi-
lotowym przedstawionym na Fot. 1. Urzadzenie sktadato sie z 5
stanowisk badawczych tj. 5 z#6z obrotowych. Pojedyncze ztoze
stanowita tasma z tworzywa sztucznego umocowana na 3 obraca-
jJacych sie watkach /Rys. 2/. G+oéwny wat podaczony byt z zes-
potem napedowym z regulowang szybkosciag obrotéw. Natomiast dwa
dalsze ruchome wadki ustawione bydty w zaleznosci od stosowanej
dfugosci tasmy. Uzywano tasmy o szerokosci 0,2 m i ddugosci
2,5; 3,5, ,5 w« Scieki dozowane za pomoca pompy f-nry Unipan
typ 304+ o -wydajnosci 0,12 - 91,6 dm3/dobe rozprowadzano row-
nomiernie na powierzchni tasm, specjalnie skonstruowanym
urzadzeniem wahadfowym. Dodatkowe wyposazenie stanowidy zbior-

niki na Scieki doptywajace i odptywajace.

Pobieranie prébek bdony biologicznej

Prébki bdony biologicznej pobierano od zapoczgtkowania
wzrostu btony na tasmach do jej odpadniecia, a wiec z uwzgled-
nieniem jej pednego cyklu rozwojowego. Do badan enzymatycznych
i mikrobiologicznych prébki b4ony pobierano co trzy dni z po-
wierzchni o ddugosci 2 cm na catej szerokosci tasmy. Do ana-
lizy biologicznej probki pobierano co szes¢ dni, z powierzch-

ni 8 cm2.



Fot. 1. Urzadzenie pilotowe



Rys. 2. Schemat ztoza obrotowego,

1 tasma

2. wat napedowy

3. waltki oregulowanym potozeniu

4. urzadzenie wahadtowe rozprowadzajace
Scieki

5. stelaz

6. pompa dozujgca

7. zbiornik na scieki doptywajace

B. zbiornik na Scieki odptywajagce
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Badania chemiczne

Zakres badan obejmowat oznaczenie podstawowych wskaz-
nikow zanieczyszczen wystepujacych w Sciekach dopdywajacych
do ztoza tj. biochemicznego zapotrzebowania tdenu /BZT™/»
chemicznego zapotrzebowania tlenu /ChZT/, azotu organiczne-
go /Norg/ i1 fosforu ogdélnego /jako PO”™/. Pomiary wykonywa-
no zgodnie z metodyka Hermanowicza 1 wsp. /25/.

Oznaczano takze zawartos¢ biatka w biomasie b4ony biolo-
gicznej metodg Lowry®ego /15/. Zasada metody polega na reak-
cji wigzan peptydowych i aminokwaséw aromatycznych z odczyn-
nikiem Folina - Ciocalteu”a.

Ekstynkcje powstatego zabarwienia odczytywano przy ddugosci

fali /1 = 750 uw.

Badania enzymatyczne

- Test TTC

Oznaczenie wykonywano zgodnie z PN-02/C-046 10.08/32/.
Test polega na pomiarze aktywnosci dehydrogenaz biorgcych
udziat w odwodorowaniu substratu.

Aktywny wskaznik oksydo-redukcyjny trojfenylotetrazoliowy
chlorek /TTC - bezbarwny/ - akceptor wodoru, ulega reduk-
cji do trgjfenyloforraazanu /TTCHO = TF o zabarwieniu czer-
wonym/ .Reakcja zachodzi podczas inkubacji odtdenionych
probek w temperaturze 25°C przez okres 30 min.

Powstaty TF zostaje wyekstrahowany z probki za pomocg alko-
holu n-butydowego. Intensywnos¢ zabarwienia ekstraktu
oznacza sie spelctrofotometrycznie przy ddugosci fali

Nl = U90 nm. Badania wykonywano bez dodatku substratu
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egzogennego oraz w obecnosci roztworéw 2 fglukozy 1 2 ©
peptonu. Wynik oznaczenia podawano jako aktywnos¢ wkasci-
wa z roznicy pomiedzy aktywnoscig prébek z dodatkiem sub-
stratu egzogennego a aktywnoscig endogenng bez substratu,

w przeliczeniu na jumol TF/min/cm2.

- Test Glut DH, LDH, SDH

Aktywnos¢ dehydrogenaz cyklu Krebsa tj. dehydrogenazy
bursztynianowej /SDH/ 1 dehydrogenazy glutaminianowej
/Glut DH/ oraz dehydrogenazy fermentacji mlekowej /LDH/

okresldno optycznym testem Warburga - Christiana /39/.»

Badania prowadzono przy uzyciu wycigagow bezkomdérkowych
uzyskanych po dezintegracji komorek mikroorganizsnow energig
fal ultradzwiekowych, zgodnie z metodyka podang w pracy /21/.

Zasada oznaczania aktywnosci dehydrogenazy glutaminia-
nowej /Glut DH/ 1 mleczanowej /LDH/, polega na ultenianiu
podczas przebiegu reakcji enzymatycznej koenzynu NADHO do
NAD w obecnosci odpowiedniego substratu. Oznaczenie wykonywa-
no w mieszaninie reakcyjnej zawierajgcej: wyciag enzymatycz-
ny, donator wodoru - /NADH,,/, substrat /odpowiednio dla tes-
tu Glut DIl 1 LDH kwas cC-ketoglutarowy lub kwas pirogronowy/ ,b"
for tris o pil = 7»0 oraz w przypadku testu Glut DH - roztwdr

octanu amonu. Inkubacje prowadzono w temperaturze 25°C w cig-
gu 30 min. Aktywnos$¢ dehydrogenaz okreslano z ilosci NADHO
pozostatego po realccji enzymatycznej, oznaczonego metodag
spektrofotometryczng przy /1 = 376 rmn. Przy tej dtugosci fTali
Swietlnej NADHO silnie adsorbuje S$wiatdo, podczas gdy NAD nie
wykazuje tego zjawiska. Wspodczynnik ekstynkcji NADIIO w tem-

peraturze 25° wynosi 3»30 . 107 cm2/malL.



Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej oznaczano j.w.
stosujac jalco donator wodoru zelazicjanek potasowy, a jako
substrat bursztyni”™L sodu.
110S¢ pozostatego po reakcji zelaziejanku potasowego ozna-
czano spektrofotometrycznie przy d#ugosci fali ( = 405 nm.
Wspodczynnik ekstynkcji ~e/CN/"~g wynosi 0,93 < 10° cm2/mo+.

Wynik oznaczenia aktywnosci enzymatycznej podawano jako
aktywnos¢ whkasciwg: dehydrogenazy bursztynianowej, glutami-

0
nianowej i1 mleczanowej w ytimol/g biatka/min. lub y¢™mol/cm**/

/min.
Badania mikrobiologiczne

Og6lna liczbe bakterii 1 grzybow wystepujgcych w btonie
biologicznej okreslano metoda p4ytowg Kocha. Posiewy wykonywa-
no metoda powierzchniowg. Prébki bdony rozdrdbniano w roztwo-
rze 0,2 6-meta fosforanu sodowego stosujac homogenizator
f-my Unipan przy 1500 obrotow/min. w ciggu 15 min. Do hodow-
I1 bakterii stosowano podtoze o sktadzie: odciek po zdrozdzo-
waniu wywaru melasowego 1 dm3; K"HPON - 0,03 g/1 g CHZT;
agar 20 g; odczyn pH = 7,0. Do hodowli grzybow stosowano zmo-
dyfikowane podtoze agarowe na brzeczce o gestosci 8°Bt wzbo-
gacone roztworem rozu bengalskiego - /\ : 300/ i streptomy-

3

cyng w ilosci odpowiednio 10 cm® i 375 mg/dm§ /modyfikacja

wkasna/.
Inkubacje prowadzono w temperaturze 26°C w ciggu 7 dni.
Wynik oznaczenia podawano jako liczbe bakterii lub grzy-

bow przypadajaca na 1 cm2 powierzchni z4oza.
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“e0. Analiza mikroskopowa biocenozy

F-/.

0]

3.

11*

Badania prowadzono zgodnie z metodyka opracowang w In-
stytucie Inzynierii Srodowiska P.W/31/. Obserwacje probek
wykonywano za pomocg mikroskopu optycznego MB-30 z przystaw-
ka kontrastowo - fazowg f-my Zeiss. Wyniki oznaczenia podawa-

no jako liczbe organizméw w przeliczeniu na 1 cm2 powierzch-

ni ztoza.

Obliczenia parametrow kinetycznych KS*.Z lub MmaX

max

Oznaczono nastepujgce parametry Kkinetyczne: statg sub-
stratowg - K tj. stezenie substratu réwne 1/2 maksymalnej
aktywnosci enzymatycznej lub liczebnosci bakterii czy grzy-
bow, maksymalng mozliwg aktywnos¢ enzymatyczng - Z~™, mak-
symalng mozliwg liczbe bakterii lub grzybéw - . Parametry
te wyznaczano w pierwszym etapie metodg Linewearera - ErukeTa
jako dane przyblizone, nastepnie stosowano metode optymaliza-
cji. Jako wynik ostateczny przyjmowano wartosci takich para-
metréw, dla ktorych rdéznica sumy kwadratow odchylen wynikow
uzyskanych po optymalizacji od wynikéw doswiadczalnych byda
najmniejsza.

Obliczenia wykonywano przy pomocy maszyny cyfrowej

S w Zaktadzie Zastosowan Metod Matematycznych 1.1.S. P_¥.

WYNIKI BADAN

Charakterystyka procesu biodegradacji Sciekéw metoda z46z
biologicznych
W okresie od 8U.02 do 85.01 przeprowadzono badania nad

biochemicznym rozkdadem $ciekéw z Zyrardowskich Zak#adow
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Przemys$lu Spirytusowego '"Polmos"™ w Zyrardowie, powstajacych,
podczas produkcji drozdzy paszowych w procesie zdrozdzowania
wywaru melasowego.

Doswiadczenia wykonywano na z4ozach obrotowych przy
zmiennych parametrach technologicznych. Podstawowym zatoze-
niem eksperymentéw bydto zastosowanie metody hodowli ciggte]
organizméw b4ony biologicznej. Staty doptyw Sciekdédw zawiera-
Jjacych zwigzki organiczne, zapewniat wieloskdadnikowy sub-
strat pokarmowy dla biocenozy btony. ¥ wyniku rozwoju b4ony
na powierzchniach obracajgcych sie tasm, Scieki doptywajg-
ce ulegaty biochemicznemu rozktadowi, a odptyw charaktery-

zowat sie spadkiem zawartosci zwigzkéw organicznych.
Scieki

Do badali stosowano odcieki powstajgce po zdrozdzowaniu
wywaru melasowego. ¥g Tomczynskiej i wsp. 197" /02/ skdad
Sciekéw pochodzgcych z drozdzowni na podstawie wartosci

Srednich przedstawiat sie nastepujaco:
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Oznaczenie Jednostka Srednio
Odczyn pH 5,0
BZTE mg Oo/dm3 8100
ChzT mg 02/dmJ 8250
Azot ogélny mg Nkkao 750
Azot amonowy mg N/dm 95
Siarczany mg So~/dmn 27"\51
Fosforany mg P~ON/dmA 30,3
Sucha pozostatosc mg/ dm 17892
Pozostatos¢ po

prazeniu mg/dm 5164
Strata po prazeniu mg/dm 9728
Zawiesiny ogotem mg/dm 1567
Zawiesiny lotne mg/dm 103”
Kwasy lotne mg/ dm 513

Z przytoczonych, danych wynika, zo Scieki powstajgce w proce-
sie zdrozdzowania, charakteryzowaty sie wysokimi stezeniami
zwigzkoéw organicznych i1 mineralnych np. BZT™ - 8100 mg/dm300,
ChzT - 8250 mg/dm”~ 0~, azot ogolny 750 mg N/dra”™, azot amono-
wy 95 mg N/dmo, siarczany 2M51 nigSO’\/dmO

D

cieki o charakterystyce podanej wyzej przed doprowa-

dzeniem do z46z odpowiednio rozcienczano woda, celem zrézni-
cowania w nich zawartosci zwigzkoéw organicznych /Zoznaczanych
jako BZT™/ w zakresie 3700 “ 9900 mg/Zdm”™O”N. Tak wiec na kaz-

de ztoze zgodnie z zatozeniem dozowano Scieki roéznigce sie
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wartosciag BZT™ o okoto 1800 mg/dm ON. Z uwagi na niedobdr
fosforu w Sciekach., wzbogaccblo je tym pierwiastkiem w for-
inie KMHPON, w 1losci SO mg na 1000 mg/ZdnPo” /jako ChZT/.
Ponizej podano Srednie wartosci stezen ChZT, BZT”azotu or-

ganicznego i1 fosforu ogdélnego charakteryzujace sk#ad dopty-

wu na ztoze.

ztoze,nr
o0zha- . X 11 111 v V
czenie
ChZT, mg/dm302 11300 9500 7700 5800 U200
BZT~ jymg/dm~ON 9900 8000 6600 4900 3700

azot organ. ,ng/dm
N org. 1070 91N 770 596 V72

fosfor ogdélny,

Z analizy wartosci BZT~ i1 ChZT wynika, ze stosunek tych

wskaznikéw wynosi ok. 0,85 co Swiadczy o podatnosci badanych

Sciekdéw na rozk#ad biochemiczny.

Parametry prowadzenia procesu

Urzadzenie sktadato sie z 5 stanowisk badawczych tj,
5 z46z obrotowych, na ktérych réwnolegle prowadzono badania
przy roznych lecz statych dla kazdego z4oza obcigzeniach #a-
dunkiem zanieczyszczen. Doswiadczenia przeprowadzotno zmienia-
jac kolejno ddugosci tasm - 2,5 3»5 m; U,5 nu Kazdorazowo
przy statej dtugosci tasmy zmieniano predkos¢ obwodowg. Bada-
nia wykonano w 3 etapach, +4gcznie we wszystkich etapach prze-

prowadzono 9 serii odpowiednio dla kazdego z 5 obcigzen 4adun-

kiem zanieczyszczen.
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3*2. Aktywnos¢ enzymatyczna mikroorganizméw b4ony biologicznej

Aktywnos¢ enzymatyczng mikroorganizméw oznaczano w za-
leznosci od stezenia Sciekow doptywajgcych wyrazonego w
wartosciach BZT"e Wartosci te przyjeto jako stezenie substra-—
tu wystepujgcego w Sciekach.. Na podstawie badan aktywnosci
dehydrogenaz /test TTC/; dehydrogenazy bursztynianowej /test
SDH/ ; mleczanowej /LDIN/; glutaminianowej /Glut Dli/, uzyskano
wartosci charakteryzujgace aktywnos¢ enzymatyczng mikroorga-
nizmow, ktére przedstawiono graficznie na wykresach /1 - 9/
w Ffunkcji stezenia Sciekéw QsJ -

Do opisu otrzymanych zaleznosci zastosowano teoretyczny mo-
del przyjety za Chase /10/, tj. rownanie /\/, wg ktdrego

krzywa ma ksztatt hiperboli.

Z - Zmax L°.1 /*/
Ks - M
Z - aktywnos¢ enzymatyczna
Z ,, - maksymalna mozliwa aktywnos$¢ enzymatyczna
[39 - stezenie Sciekow
Kg - stata substx"atowa.

Na podstawie przyjetego ro;mania wyznaczono metodag
optymalizacji maksymalng mozliwg aktywnosS¢ enzymatyczng
/ "~ ma ™ stalg substratowg /K / tj. stezenie substratu réw-
ne 1/2 maksymalnej aktywnosci enzymatycznej mikroorganizmow
btony.

Interpretacje wynikéw przeprowadzono analizujgc przebieg
krzywych obrazujgcych zaleznos¢ aktywnosci whasciwej badanych

enzyméw, od stezenia Sciekdw w zakresie wartosci Srednich



Bzr5 od 3400 do 9900 mg/dm”™O0”™ oraz parametréw kinetycznych

KS ! Zmax

~tywnos¢_og6lna dehydrogenaz - test TTC

Badania aktywnosci wkasciwej dehydrogenaz milcroorganiz—
mow bdony biologicznej prowadzono na z4ozach o dfugosci tasm
2>5; 3,5 1 4,5 m, stosujac zmienne predkosci obwodowe tj.
0,03; 0,10;,0,25; 0,40 m/s.

Na podstawie wynikéw uzyskanych we wszystkich seriach badaw-
czych /wykres 1,2 ,3/ stwierdzono, ze wraz ze wzrostem wartos-
ci BZT™ w Sciekach doptywajgcych na z4oza wzrastata aktywnosc
w/w enzymow u mikroorganizméw bdony. Parametry Kinetyczne cha-
rakteryzujace zdolnos¢ enzymatyczng mikroorganizméw zalezaty
od dHtugosci tasmy zHoza oraz jej predkosci obwodowej /tabela 1/

Przeprowadzone badania wykazaty, ze przy d#ugosci tasnry
mwynoszacej 2,5 m we wszystkich 5 ztozach, niezaleznie od ich
obcigzenia 4tadunkiem zanieczyszczen aktywnos¢ bitony bydta wyz-
sza przy predkosci obwodowej 0,25 w/s anizeli przy 0,03 ni/s.
Swiadczyty o tym wieksze wartosci statej substratowej /K /

i maksymalnej mozliwej aktywnosci enzymatycznej /Z wyno-
szgace odpowiednio 37 400 mg/dm30g 1 3,5 Mmol/cm2/min . 10-2.
Wartosci tych wskaznikéw przy predkosci obwodowej 0,03 m/s
byty okoto dwu- 1 trzykrotnie nizsze 1 wynosity odpowiednio
19900 mg/dm302 1 0,98 “mol/cm2/min. 10~2.

Badania na zdtozach o ddugosci tasm 3,5 m przeprowadzono
zgodnie z zatozeniem przy czterech predkosciach obwodowych:

0,03; 0,10; 0,25 i 0,40 m/s. Przy pierwszych trzech predkos-

ciach wartosci Ks wynosity odpowiednio 16 .000; 20.000;

25.000 wB/aw3d 02 a Zmax 0,38; 0,60; 1,19 /UaoliZca% in . W 2,
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Wykres Z. Aktywnos¢ ogolna dehydrogenaz (test TTC) mikroornanizmow btonu biologicznej w zaleznos$ci adstezenia Sciekéw [S]
doptywajacych na ztoze odtugosci tasmy L=3,5m.
&0D- predkos¢ obwodowa
Ki - stata suhstratowa
Zmax' maksymalna mozliwa aktywno$¢ enzymatyczna



0S-

Oon =0.25m/s

Ks - 23600mgj'dm30?

Zmax - /. 75 umai/cm*!min *10~

2000

4000

Stezenie

6000 6000 10000

$ciek6ow ,BZT$ mgjdm 302

KS--20200 mg/dm3 x

Zmax *1-66 "Unol/cTiZmin *10

5
*
E§-3—
(
C
5 =
Vo
— bo—mme—o o I bo—mmomo o b 1
1A0[s] 2000 4000 6000 8000 10000 12000 N

Stezenie $ciekéw, BZTS mgjdm 302

IA/ykres 3. Aktywnos$¢ ogllna dehydrogenaz (test TTC) mikroorganizmow
btony biologicznej w zaleznoscl od stezenia Sciekow [s]

doptywajacych na ztoze odtugosci tasmy L=4.5m.

- predkos¢ obwodowa

Ks~ stata substratowa
Znmyx~ maksymalna mozliwa aktywnos$¢ enzymatyczna



Tabela 1

Zestawienie wartosci parametrow kinetycznych K, i oy

aktywnosci ogolnej dehydrogenaz /test TTC/ mikroorganizméw

b+ony biologicznej na z4ozu obrotowym

VA r?
D tugo$¢ Predkos$¢
3 um a::
tasm vy L obwodow a
m <>m /s mg/dm3 02 Mraol/min/sn”~» 10"""
0,03 19900 0,98
° ~
Yy J
0,25 1 37 vO0oO 3,50
0,03 15boo 0,33
0,10 20000 0,60
rt
3> >
0.°0 25000 1 1,19
| i
i 0] 80
0,'+0 | 13300 1 ~ -
1 0,10 20000 1,03
‘> .3 1 0,25 23600



co wskazywato na wzrost omawianych, parametréw kinetycznych

w miare wzrostu predkosci obwodowej. Przy najwiekszej pred-
kosci stwierdzono spadek Kg i do wartosci 13.800 mg/dm302
oraz 1,19 y,tmolaZcm2/min . 10 -2.

Na zd4ozach o d¥ugosci tasmy ~-5 K i predkosciach obwo-
dowych 0,10; 0,25; 0,k0O m/s wartosci Kg wynosity odpowiednio
20.000; 23.000; 20.000 mg/dm3 O™ a Z 1,03; 1,75 ; 1,86
‘“mola/cmzlmin . 10_2- Wartosci statych substratowych byty
wiec niezalezne od predkosci obwodowych. Wp4ywad4a ona nato-
miast na wartosci aktywnosci enzymatycznej, hajwyzsze wartos-
ci stwierdzono w btonie rozwijajgcej sie na tasmach przy
predkosci obwodowej 0,25 1 0,h0 m/s.

W podsumowaniu przeprowadzanych doswiadczen nalezy pod-
kresli¢, ze najwiekszg aktywnos¢ wykazywata b4ona biotogicz-
na nie2aleznie od diugosci tasmy przy jej predkosci obwodowej
0,25 m/s. Najwyzsze wartosci bezwzgledne parametrow kinetycz-
nych Kg 1 Zninr uzyskano w badaniach b4ony biologicznej rozwi-

jajacej sie na tasmie o ddugosci 2,5 m.

NE Z N 28E ~2kydroge”~zy bAsztynianowe j ~ test sdh

Badania prowadzono na zd4ozach przy tych samych paramet-
rach technicznych, przy ktérych analizowano aktywnos¢ wdas-
ciwag dehydrogenaz /p.p. 3.2 .1/.

Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej podobnie jak
aktywnos¢ ogoélna dehydrogenaz /test TIC/mikroorganizmow zwiek-
szata sie na wszystkich tasmach wraz ze wzrostem BZT5 Sciekow
doptywajacych /wykresy k,5,6/. W zaleznosci od warunkéw pro-

wadzenia procesu parametry kinetyczne aktywnosci enzymatycznej
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Aktywnosé,

r

AktywnoS¢ mpimol/cTi/ 1101 *D

0.9-

0.7-

0.5-

0.3-

Stezenie Sciekéw, BZTS mgjdm30L

Ct? =0.03m/s 00 m
Ks ~ 10000 mg /c/m302 w
Zmax =0.76 Aimoljem3 min *10-~z * 07.
§
N\ O*
N [ |
]
* ci 5‘%
- dane doswiadczalne £
* M =—dane optymalne %
0.1A

20 4000

6000 8000 10000 12000[ s]
Stezenie Sciekéw, BZTS mg]dm30z

doptywajacych na ztoze odtugosci tasmy L*3.5m.
Co - predkos¢ obwodom
K$ ~ stata substratowo

*max maksymalna mozliwa aktywnos$¢ enzymatyczna

Stezenie sciekow, BZTS mg/dm30z

Co‘ 0.10ms
Ks = if400 mgl dm 30z

Zmaz. ~ 14 azmoljcmzmin *10

2000 4000 6000 800 1000

Stezenie Sciek6w ,BZT5 mgfdm 30z

12000[ s]

Wykres S. Aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (fest SDH) mikroorganizméw btona biologicznej w zaleznos$ci odstezenia Sciekow[s]
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Wykres 6. Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej (testSDH)
mikroorganizméw btony biologicznej w zaleznosci odstezenia
Sciekoéw[S] doptywajacych na ztoze odtugosci tasmy L=4.5m.

00- predkos¢ obwodowa
Ks~ stata substratowa
Zmex- maksymalna mozliwa aktywnos$¢ enzymatyczna

Sie zenie $ciekéw, BZTS mg/c/7T30r



Tabela 2

Zestawienie wartosci parametrow kinetycznych K i Zma"

aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej /test 3/

mikroorganizmow b4ony biologicznej na z4ozu obrotowym

Dtugos¢ Predkos$¢ w z
tasmy L obwodow a S mar:
m adn/s i 2 : ;
nig/dnr Oo | mmol/min/cm"* 10~
0,03 61 00 7,0
2,5 A
0,25 17700 2 20
0,03 10000 0.76
0,10 i :~"oo Ifi -
3,5
0,25 150600 1,.37
o,'Vo 22600 n ei
0,10 10100 y

3 0,25 14000 o 0o~

0, "0 22000 2,16

(]
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!
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ksztattowaty sie nastepujaco /tabela 2/: na z4ozu o d¥ugos-

ci tasmy 2,5 ni przy predkosci 0,03 i 0,25 m/s wartosci

Wskazuje to na intensywniejszy przebieg przemian biochemicz-
nych. na z4ozach o predkosci obwodowej 0,25 m/s.

Z badan przeprowadzonych przy ddugosci tasmy 3j5 u przy
czterech predkosciach obwodowych: 0,3; 0,10; 0,25; 0,20 m/s
mwynika, ze zwiekszenie predkosci powodowato wzrost wartosci
oznaczanych parametrow kinetycznych. Dane te przedstawiaty
sie odpowiednio dla KS: 10.000; 11.400; 15*000; 22.600 mg/dm~O,,
a dla ZBIciX 0,76; 1,14; 1,87; 1,34//.moli/cm /min . 1U
Podobnie ksztattowaty sie wyniki z serii doswiadczen wykona-

nych na z4ozu o d#ugosci 4,5 m na ktdrym stosowano trzy pred-

kosci obwodowe tj. 0,1; 0,25; 0,40 m/s. Wartosci K, wynosity

ReasumujgCjbadania wykazaty, ze nienaleznie od ddugosci
tasmy z4oza najwyzsze stezenie Sciekéw, przy ktérym osiggnie-
to 1/2 maksymalnej aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej

uzyskano przy predkosci 0,25 m/s.

- Glut_DH

Przeprowadzone badania nie wykazaty wptywu stezenia Scie-
kow na aktywnos¢ dehydrogenazy mdeczanowej i dehydrogenazy
giutaminianowej mikroorganizmow b4ony z4oza przy stosowanych

ddugosciach tasm oraz predkosciach obwodowych. Uzyskane wyniki
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sumoL jan Zmin

AKty wnosé,

Dehydrogenoza mleczanowa (LOH) 1
COS -0.40 m/s (ﬂ) = 0AO /s
0.3-
«
o . 0.1-
0 «
) w ela S—a ° Py *
Cj|)=0.25m/s 03_ clO‘o0.25 m/s
0
0.1- o
«
R r ka
00--0.10T 13 Qy_ 00 =0.10 m/s
. t
0./- o a
(o]
? . :
Ne—U U -——- S-J-——-- M * » .e0
Gz3 =0.03 m/s GO =Z0.03 m/s
0.3-
. 0.7-
. r
. Seemem » »_ b 0 e -
4000 6000 8000 10000 r2000 2000 4000 S000

Stezenie Sciekow, BZT5 mgjdm 30z

6000

/0Q00

Dehydrogenoza glutaminianowa (Glut DH)

tZO0O [ S]

Wykres. 8 Aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanomej (test LDH) i dehydrogenazy g/utaminionowej (test Glut DH)

mikroorganizméw btony biologicznej w zaleznosci od s/ezenia $ciekéw [ S doptywajacych na ztoze

o cHugosci tasmy L:3.5m.

co-predkos$¢ obwodom
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zilustrowano na wykresach 7» 3, 9» Otrzymane wartosci aktyw-
nosci oznaczanych enzyméw bydty dos¢ nislcie, a w wiekszosci
przypadkéw réwne zero. U mikroorganizméw stwierdzono jedynie
niewielkg aktywnos¢ w/w enzyméw nie przekraczajaca 0 ,3Vim°l/
/cm2/min .10‘2 w poczagtkowym okresie wzrostu bd4ony biologicz-
nej, jednak najdtuzej do 10 dnia hodowli, g¥déwnie przy nis-

kich predkosciach obwodowych.

Badania nad okresleniem i1losci aktywnej biomasy b4ony

Wszystkie podstawowe procesy majace zasadniczy wpdyw na
efektywnosS¢ usuwania zanieczyszczen ze Sciekéw metodg z46z
biologicznych przebiegajag w aktywnej warstwie bdony biolo-
gicznej. Wyznaczenie ilosci aktywnej biomasy jest jednym
z podstawowych parametréw odpowiedzialnych za efekt oczysz-
czania sciekow.

Badania te prowadzono podczas procesu hodowli b4ony na z4ozu
z tasmg o ddugosci 3>5 ktérej predkos¢ obwodowa wynosita
0,03; 0,10; 0,25; 0,0 m/s. Wprowadzane stezenie Sciekéw wa-

hato sie w niewielkich granicach - BZT, mwynosid4o Srednio

B
M0 mg/dm 0N, Jako parametry kontrolne przyjeto: ilos¢ na-
mnozonej biomasy bdony w przeliczeniu na biatko komdérkowe,
aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej w odniesieniu do ste-
zenia biatka oraz zuzycie substratu okreslane jako spadek
BZT™ w Sciekach doprowadzanych na zdoze.

Z danych przedstawionych na wykresach 10 - 13 1 tabeli
3 wynika, ze i1loS¢ biomasy wzrastata w czasie hodowli przy
wszystkich badanych predkosciach obwodowych, przy czym naj-

wiekszy rozwéj bdony 3>**2 mg biatka /cm powierzchni z#oza

uzyskano po 16 dniach przy predkosci 0,25 m/s.



kO

Zgodnie z zatozeniem eksperymentu rozpatrzono problem
polegajacy na ustaleniu jaka ilos¢ namnozonej biomasy wykazu-
je najwiekszg aktywnosS¢ biochemiczng. ¥ tym celu dokonano ana-
lizy wynikdbw w oparciu o oznaczenia aktywnosci dehydrogenazy

1 zuzycia substratu wyrazonych jako BZTB-
Stwierdzono, ze wskazniki te charakteryzowaty sie odmiennie
w czasie, zaleznie od predkosci obwodowej tasmy. Po 7 dniach
hodowli bd4ony najwieksze wartosci zuzycia substratu osiggnie-
to przy badanych posrednich predkosciach obwodowych 0,10
1 0,25 m/s, wynosity one odpowiednio 3350 1 3780 mg/dm302
i 0,530; 0,597 “mola/min/g biakka. 10?9- Natomiast przy po-
zostatych predkosciach tj. najmniejszej 0,03 m/s 1 najwiek-
szej 0,U0 m/s maksymalne wartosci tych parametrow uzyskano
dopiero po 13 dniach hodowli b#ony. 110S8¢ zuzytego substra-
tu wynosid4a 3080 i1 37"9° rag/dnO,-,, a aktywnos¢ - 0,397
1 0,776™mola/min/g biatka . 107R- Przy podanych efektach
zuzycia substratu i aktywnosci enzymatycznej ilosci wytworzo-

nej biomasy charakteryzowaty sie nastepujaco:

- po 7 dniowym okresie pracy z4oza uzyskano biomase 1,414
2
1 1»770 mg/cm z4oza w przeliczeniu na biatko przy pred-

kosciach obwodowych tasmy odpowiednio 0,10 & 0,25 m/s,

- po 13 dniowym okresie pracy z4oza uzyskano biomase 0,910

1 1,211 mg/cm2 przy obrotach odpowiednio 0,03 1 O , m/s.
Na podstawie wyzej przytoczonych wynikéw stwierdzono,
ze maksymalna ilos¢ aktywnej biomasy tj. 1770 mg/cm*2 zosta-
4+a namnozona na z4ozu obrotowym o d¥ugosci tasmy 3>5 w> przy

predkosci obwodowej 0,25 ni/s po okresie 7 dni. Nalezy pod-
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Zawarto biatkka ta/ctr o zuzytego substrata, BZT5 Ta/c/T30r

Aktywnos¢;, n/mol/min/mgbiatka *N~r

Wykres 10 Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (testSDH)t ZanartosC iatka
oraz ilos¢ zuiytego substrataprzez mikroorganizmy wzaleznosci odczasu
hodowli btony biologicznej na ztotu odtugosci tasmy L-3.5m

@D - predko$¢ obwodowa



lc&® zuzytego substrata, BZTs ngddn 302

Zawartos¢ biatta”g/m2

Aktywnosé, sumol/min/mgbiatka*f0~2

Wykres 1. Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (test SDH), zawdr/os¢
burko. ora.z ilos¢ zuzyrcqo substratu przez mikroorganizmy

Wzaleznosci od czasu hoc/owli btony biologicznejna ztozu odtuoosci
tasmy | s3.5m

& -predkos¢ obwodowa



ZawartosC biatka, mghkr & zuzytego subs tratu, BZT5 mghhr Dr

Ak/ywnos¢, sumol*/min/mg biatkka 0 2

Czas hodowlifc/ni)
Wykres 12. Aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (tesiSDH), zawartos$¢ biatka

oraz zuzytego subsiratuprzez mikroorganizmy *vzaleznosci odczasu
hodowli btony biologicznejna ztozu odtugosci tasmy L=3.5m.

GO- predkos¢ obwodowa



Zawartos¢ biatka, ng/ctr llo&¢ zuzytego substrata, BZ 1 mghim 30r

Aktywnos¢, sumol/min/mg biakka % +

Czas hodowli ( dni)

Wykres 13. Aktywnos$¢ dehydrogenazy bursz tyntanowej ( test Sdh), zawartos¢
biatka oraz iloS¢ zuzytego substratu przez mikroorganizmy

w zaleznosci odczasu hodowli btony biologicznej na ztozu odtugosci
tasmy [1-3,5m.

& -predkos¢ obwodowa
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In .

kresli¢, ze przy najwiekszej stosowanej predkosci 0,70 m/s
po 13 dniach rozwoju btona wykazywata najwieksza aktywnosé
enzymatyczng /0,776 yiimola/min/g biatka -JJ)_ZI, ale 1losc
biomasy i1 efekt zuzycia substratu, by4y nizsze w poréwnaniu
z wartosciami tych wskaznikow uzyskanymi przy iDredkosci

obrotéw 0,25 m/s.

Badania iloSciowe bakterii 1 grzybow wystepujgacych w bdonie

Réwnolegle z badaniami nad aktywnoscig enzymatyczng
mikroorganizmow b4ony biologicznej okreslono liczbe bakterii
i grzybéw w zaleznosci od stezenia Sciekoéw > kKtoére przy-
jeto jako stezenie substratu. Warunki prowadzenia procesu
przedstawiono w tabeli rozdz. 3*1*2. Zastosowano roéwnanie
1 patrz rozdz. 3*2. Przyjeto posta¢ rownania wprowadzajac

oznaczenia:

M = o - /la/

M - og6lna liczba bakterii lub grzybdéw

MmaX - maksymalna mozliwa liczba bakterii lub grzybow
[3] - stezenie Sciekow
KS - stata substratowa,

Na podstawie uzyskanych wynikéw ogolnej liczby bakterii
i grzybdéw rozwijajacych sie w btonie biologicznej okreslono
parametry kinetyczne wzrostu: maksymalng mozliwg liczbe bak-
terii lub grzybéw /Mmaj / 1 statg substratowg Kg tj. steze-
nie sSciekdw wyrazone w BZT™ przy ktérym uzyskano 1/2 maksy-
malnej liczebnosci bakterii lub grzybéw. Obliczenia przepro-

wadzono zgodnie z metoda podang w punkcie 2.7.



- Ogo6lna liczba bakterii

Przeprowadzono oznaczenia ogo6lnej liczby bakterii wyste-
pujacych w bdonie biologicznej, rozwijajacej sie na ztozach
o ddugosci tasm 2,5; 3*5; » Zastosowano zmienne predkos-
ci tasm tj. 0,03; 0,10; 0,25; 0,40 rafs.

Na podstawie wynikow uzyskanych we wszystkich seriach
badawczych /wykres 1k, 15, 16/ stwierdzono, ze wraz ze Wzros-
tera stezenia Sciekow od 3.200 do 9*900 mg/dra 0o zwiekszata
sie ogo6lna liczba bakterii. Przebieg krzywych obrazujgcych
liczbe oraz parametry kinetyczne wzrostu bakterii ksztattowa-
ty sie przy stosowanej diugosci tasm, zaleznie od predkosci
obwodowej /tabela 4/.

Na z4ozu o ddugosci tasmy 2,5 m stosowano dwie predkosci
obwodowe tj. 0,03 i1 0,25 m/s. Z pordéwnania uzyskanych wynikoéw
przy tych parametrach mozna wnioskowa¢, ze wzrost predkosci
obwodowej uintensywnia rozwdj bakterii* Swiadczy o tym mniej-
sza liczebnos¢ bakterii w bdonie przy predkosci 0,03 m/s ani-
zeli 0,25 m/s jJak réwniez wartosci parametréw kinetycznych
wzrostu, a mianowicie odpowiednio: 20,0u0 1 26.900 mg/amOOO
a MLIJaX 160517 i 218I1§ komorek [cm2 . 106- L danvch tych wi-
da¢, ze szczegOlnie predkos¢ obwodowa wywierata duzy wpiyw

na wartos¢ wskaznika MLua /okoto 3,5 krotny wzrost przy pred-

X
kosci 0,25 ra/s w porownaniu z wielkosScia stwierdzong przy
predkosci 0,03 m/s/.

Badania na z4ozu o dtugosci tasmy 3}5 @ przeprowadzono
przy czterech prydkosciach obwodowych: 0,03; 0,10; 0,25

i 0,40 m/s, Przy pierwszych trzech predkosciach wartosci K

wynosity odpowiednio: 9900; 13”00 ; 15000 rag/dm 0~ , a M X
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komorek, mm fom 2*w

Liczba

komoérek, m 1lcmz * fO6

Liczba

2200.

1800-

1400-

600

200

2000 4000 6000 BOOO WODO 12000[ s ]
Stezenie $ciek6w, BZT5 mgjdm30z

c+> =0.03mjs A0D- GO -0.KOm/s

Ks - 9900 mg/c/m 30z Ks - /3400 mg/dm30z

MnmQX ~3044,1 Liczba komorek/cm 2#0 6 ;ﬁ.., 1800- Mn(X -3934.0 liczbakomorek/cTr’tOe
K-
g
§ 1400
4
q -
9
X- dane doswiadczalne 8
I- wartosci teoretyczne OO_
K3)
600-
200
2000 +1000 S000 8000 10000 12000[ s ] 2.000 4000 6000 8000 10000 12000 [ s ]
Stezenie Sciekéw, BZT5 mg/dm 3Qz Stezenie $ciekéw, BZTs mg/dm 30z

Wykres 15. Liczebnos¢ bakterii btony biologicznej w zateznosci odstezenia Sciekow [s]doptywajacych na ztoze o dtugosci taSmy L-3.5m
GO -predkos¢ obwodowa Ks ~stata substratowa Mmax -maksymalna mozliwa liczba bakterii



Liczba komoérek, m lcTr *tO0 6

Liczba komoérek, m lcTr *D e

5tezenie Sciekow, BZTS mgfc/m30r

Ks

ca =0.40m/s

- 30800 mg/dm J0O2

18D- Mrax.~3948,0 Liczba komoérek/cT r*fOs

n &

Pzl
8
o

1 1 1 1
2000 4000 6000 8000 10000 12000 [ S]

Stezenie $ciekéw, BZT5 mgjdm 30r

Wykres 16. Liczebno$¢ bakterii btony biologicznej w zaleznosci
od stezenia, Sciekow [8] doptywajacych naztoze
o dtugosci tasmy L-4.5m

GD~ predkos$¢ obwodowa
Ks~ stata subs{raiowa
MT4a' maksymalna mozliwa Liczba bakterii

071



Zestawienie wartosci

liczebnosci

bakterii

m co ia/a

M 0,25

0,40

Tabola 4

parametréw kinetycznych K i

]
ma.z:

b+ony biologicznej na z4ozu obrotowym

Pr O'lico $¢

obwodow a

tng/dm

20000

26900

9900

13400

13000

16500

18700

23200

30300

0

maj;:

KoToTrek/cr-

1 665, 7
30447;

3934,0

1031,7

3627,9
3300,0

39’8.0

-

0 mmbum
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3044»1; 3934,0; 4773>5 koworek /cm . 10” co wskazuje na
wzrost parametrow kinetycznych obrazujgcych rozwdj bakte-
rii w miare zwiekszania sie predkosci obwodowej tasmy.
Natomiast przy predkosci najwiekszej — 0,40 m/s wzrost war-
tosci Ks byt niewielki /16500 m/dm"~/ natomiast wartosc
Mmax sPad¥a do K051,7 komérek /cin2z . 107 .

Na z4ozu o dtugosci tasmy 4,5 m przy trzech stosowanych
predkosciach obwodowych 0,10; 0,25; 0,40 m/s wartosci KS by-
4y nastepujgce: 18700; 28200; 30800 mg/dm309, a MLIJaX 3027fk1
5500,0 ; 3948,0 komoérek /cm . 10 . Tak wiec stata substrato-
wa K wzrastata wraz ze z\*iek3zeniem predkosci obwodowej.
Natomiast najwyzszg maksymalng mozliwg liczbe bakterii - M
zanotowano przy predlcosci posredniej 0,25 m/s a po zwieksze-
niu predkosci do 0,40 m/s - wyrazny spadek.

W podsumowaniu przeprowadzonych doswiadczen nalezy podk-
reSli¢, ze niezaleznie od dtugosci tasmy najwieksza liczbe
bakterii w btonie biologicznej stwierdzono przy predkosSci
obwodowej 0,25 ra/s.

Z porownania wartosci Ks na wszystkich zdozach przy tej pred-
kosci wynika, ze najwyzsze wartosci K uzyskano w ba-

B'Mm

daniach btony biologicznej, rozwijajacej sie na tasmach

ax

o dtugosci 2,5 1 4,5 m.

- Ogo6lna liczba grzybdéw

Przeprowadzono badania ilosciowe nad wystepoi/Zaniem grzy-
bow w bdonie biologicznej rozwijaaoej sie na ztozach obroto-
wych. Parametry procesu podano w rozdz. 3.1.2.

Z przedstawionych wynikéw na wykresach 17, 18, 19 mozna

wnioskowac¢, ze ogdlna liczba grzybow zwiekszata sie na wszyst-
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kich. tasmacli wraz ze wzrostem BZT™ Sciekéw doptywajgcych..

Natomiast w zaleznosci od warunkéw prowadzenia procesu pa-
rametry Kkinetyczne wzrostu grzybow ksztattowaty sie naste-
pujagco /tabela 5/: na z4ozu przy zastosowaniu tasmy 2,5 m }
predkosci obwodowej 0,03 i1 0,25 m/s wartos¢ K wynosita

odpowiednio 13600 1 kOOOO mg/dm3 Oo, a 158,5 1 651,8

grzybéw/cm2 3

10° . Wskazuje to na intensywniejszy wzrost
grzybow przy predkosci 0,25 m/s.

Podobnie ksztattowaty sie wyniki z seriil doswiadczen
wykonanych na z4ozu o d#ugosci tasmy k,5 w z predkoscig
obwodowg 0,1 1 0,25 m/s. Wartos¢ Kg wyniosta 26200, 28700
mg/dm™O™i a M 900 i 1113 grzybow/cm*- . 10 3. Tylko dla
prgdkosci 0 .,kO m/s przy niewielkim wzroscie wartosci Kz do
30000 mg/dm 0o nastgpi+ gwattowny spadek M do 378 grzy-
boéw /cm2 . 10"

Odmiennie przedstawiajg sie badania przeprowadzone na
z+ozu o posSredniej dHugosci tasmy tj. 3,5 m przy zastosowa-
niu czterech predkosci obwodowych tj. 0,03; 0,10; 0 ,25;
0,k0 m/s. Z danych przedstawionych na wykresie 18 /tabeli 5/
wynika , ze wzrost predkosci do 0,25 m/s powodowat spadek
wartosci parametrow kinetycznych K 1 X« Przy predkosciach
0,03; 0,10; 0,25 m/s wartosc¢ KS wynosita 16000, 17000,

10200 mg/dmAOa zas Mulgw 2377 1191 ; 622 grzybéw/cm2 . 10 3.
Przy zwiekszeniu predkosci do 0,-0 m/s nastepuje niewielKki

wzrost KS i MmaX w stosunku do wartosci tych parametréw jakie

uzyskano przy predkosci 0,25 m/s.
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GO =0.25m/s «© MOm

C6 - 0.40m/s
e
tc

N Ks - 10200 mg/de& Ks - /3000 mg([dm 30?

£ I

%= 1000 Mmox~ 622,0 liczba grzybéw/cTr* 10 8_ 1000. Mwax~ 945,0 liczba grzybéw/cTr %03

&

\% G

9

Q> 600- ﬁl 600-

| -

=2 4

®

g 4

RS

= 200 200

2000 4000 6000 6000 {0000 12000[s] 2000 4000 6000 6000 10000 12000 s]
Stezenie Sciekéw, BZT5 mg/dm 30z Stezenie $ciekéw, BZTs mg/dm 30r

g 1400- GP>=0.03 m/s 1400- G?=0.10m/s
E Ks - 16600 mg /dm 30

E g § . Ks. 14000 mg[dm 30r
3

g 1000 Mtax ~23 74,0, liczba grzybéw/c1rx103 1 1000 MTa/ - 1/91.0 liczba grzybéwjemz2. 10'
3
2 0
N
5, 600- 600-
_‘g ~ . dane goéN Mdczalne 0
N
Q0 t ty ~
| e ore czne

200- s 200.
2000 4000 6000 6000 KOO0 12000[ S j

2000 4000 6000 8000 rooo 12000[ s ]
Stezenie sciekéw,BZTs mg/dm30r

Stezenie $ciekéw, BZTs mg/dm 30z

Wykres IB. Liczebnos$¢ grzybdéw btony biologicznej w zaleznosci od stezenia $ciekéw [S] doptywajgcych na ztoze oditugosci 1*3,5m.

GO - predkosé obwodowa
Ks~ siata subsirafowa

MTax"maksymalna mozliwa liczba grzybéw



rm fcmr*fO

Liczba grzybéw,

Liczba grzybow, m 1cTtr*!103

Stezenie $ciekow, BZTs mg/dm30r

Stezenie Sciekow, BZTS mg/dm30l

400 -

Co = 0.40 m/s
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Tabela 5

Zostawienie wartosci parametrow kinetycznych X<3 i wﬂm_

liczebnosci grzybow b4ony biologicznej na z4ozu obrotowym

Dtugos¢ ProcUcoS$¢C K .
. | < L m
tasmy L obwodow a J marz
|
“ w m/3 i mg/dm" 0o s komo6rek/cn'*» 10 3
1
0,03 1 13600 j 153,5
=,3
I 0,25 40000 i 651,0
— TTTTTTTTTTTTT L e | L
-
0,03 16600 i 2374.0
——————————— t »
0, 10 i4d 000 j 1191,0
3,3
0,25 10200 1 62- o
! 0.40 1 13000 i 945,0
-
1
0, 10 26200 | 900,0
____________________ d
% l 0,25 i 23700 J 1118,0
|
0,40 30000 | 073,0
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¥ podsumowaniu przeprowadzonych, doswiadczen nalezy
podkresli¢, ze najwiekszag liczbe grzybow stwierdzono w b4o-
nie biologicznej rozwijajacej sie przy najnizszej predkosci

obwodowej 0,03 m/s dla z#oza o d¥ugosci tasmy 3,5 m.

Charakterystyka organizméw zwierzecych wystepujacych w bdo-

nie bfiogicznej

Analizowano ksztattowanie sie biocenozy organizméw zwie-
rzecych w zaleznosci od stezenia Sciekow doptywajgcych na z4o-
ze obrotowe. Bd4ona biologiczna rozwijata sie na zdozach o d4u-
gosciach tasm i1 przy ich predkosciach obwodowych jak podano
W rozdz. 3ele2.

Badania mikroskopowe proébek bdony wykazaty sposraod
organizméw zwierzecych wystepowanie pierwotniakéow /Protozoa/

reprezentowanych przez typy x4

; wiciowe /Mastigota/” zaro-
dziowe /Sarcodina/ i1 orzeski /Citiata/. Zrdéznicowanie pod
wzgledem taksonomicznym okreslono tylko w odniesieniu do
dwoch typéw: zarodziowych i orzeskéw. Sposrod zarodziowych
obserwowano przedstawicieli dwoch rzedéw: ameby bezskorupko-
we /Amoebida/: Amoeba proteus 1 Amoeba linax oraz - ameby
slcorppkowe /Testacea/. Orzeski byty reprezentowane przez
rodzaje: Glaucoma /orzeski wolnoptywajgce/, Epistylis
1 Opercularia /orzeski osiadte/.

¥yniki z przeprowadzonych badan zestawiono w tabeli
nr 6 1 na wykresie nr 20, 21, 22.
Stwierdzono, ze przy dtugosci tasmy 2,5 m i predkosci obwo-
dowej 0,03 m/s wystepowata sukcesja pierwotniakéw w zaleznos-

ci od stezenia Sciekéw doptywajgcych * Podczas stosowania

x/

Systematyka Protozoa podana jest wg Z.Raabe /*+9/.
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Sciekédw o najnizszych, stezeniach dominujaca grupe stanowity
orzeski /907»/= Natomiast ze wzrostem stezenia Sciekow ich
procentowy udziat w ilosci wszystkich zwierzat wystepuja-
cych w b4onie biologicznej nmalat do 17 fa. Spadkowi liczby
orzeskow towarzyszy4 wzrost liczby zarodziowych, ktére przy
zakresie stezenn 8000 - 10000 rag/dmOOO osiagnety 75 % udzia-
+u i1losciowego wszystkich zwierzat. Wiciowe by4y obecne
w niewielkich ilosciach, ich czestotliwos¢ wystepowania nie
przekroczyt4a 10 fa

Przy zastosowaniu dduzszej tasmy 3,5 m i1 czterech pred-
kosci obwodowych 0,03; 0,10; 0,25; 0,70 m/s stwierdzono
wiekszg réznorodnosS¢ biocenozy. Przy najnizszej 1 najwyzszej
predkosci obserwowano dominacje wiciowych w bd#onie biolo-
gicznej przy wszystkich badanych stezeniach Sciekéw dopty-
wajacych. Stanowidty one odpowiednio od 50 do 80 £ tpowyzej
90 % ogolnej liczby zwierzat. Natomiast przy predkosci
0,25 m/s nie stwierdzono dominacji ani sukcesji pierwot-
niakéw. Przy predkosci obwodowej 0,10 m/s zaobserwowano suk-
cesje w tej grupie organizmow zaleznie od stezenia Sciekdw.
W zakresie stezen zwigzkow organicznych w dopdywie 2.000 -
- %.000 mg/deOA, grupa wystepujacg najliczniej byty orzeski.
Liczba ich jednak malata wraz ze wzrostem stezenia Sciekow,
a organizmami dominujacymi stawaty sie wiciowe, a nastepnie
zarodziowe.

Na zd4ozach o najdtuzszej tasmie k,5 m i zastosowanej
najmniejszej predkosci tj. 0,10 m/s podobnie stwierdzono
sukcesje pierwotniakéw w bdonie wraz ze wzrostem stezenia

Sciekow jsj . Przy najnizszych stezeniach Sciekéw dominu-



Tabela 6

Zostawienie "wynikow badan naci okresleniem ilosSci organizmow
zwierzecych wystepujacych w bdonie biologicznej.

Wynik podano w przeliczeniu na 1 aaB powierzchni zloSa.

Dlugosé Predkos¢ a/ ] Stezenie $ciekéw BZTg mg/dm™ 02
tasmy — obwodowa j Organizmy
szwierzece j 2000 -~ j 4000 ~ J 6000
m w nvs \. 4000 - 6000
w 34000 1 22500
2.5 0.03 7500 1 76000 50000
65000 | 184000 1182000 i 32500
1 12000 j 214500 1 18000 1 270000
4,5 0.25 1000 \ o 9500
THMLUM|F19|Mm-1 ! -
19000 f 2000 i 1000
1000 1 6500 _ | 2500

a/ W — Wiciowe
Z — Zaroédziowe

O — Orzeski
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jaca grupe stanowili przedstawiciele zarodziowych /80 /.
Wraz ze wzrostem stezenia Sciekéw ich. procentowy udziat
w 1losci wszystkich zwierzat zmniejszyt sie do 2 X. Spadko-
wi liczby zarodziowych podobnie jak poprzednio, towarzyszy4
wzrost liczby wiciowych od 2 do 95 B odpowiednio do zakresu
stezeii Sciekow 2000 - 4000 mg/dm”™0o i 10000 - 12000 mg/dm~O™.
Orzeski wystepowaty w niewielkich ilosciach do 20
Przy wiekszej predkosci - 0,25 ni/s w zakresie stezen Sciekéw
2000 - 4-000 mg/dmOOZ dominujacag grupa tyly orzeski, zas przy
pozostatych zakresach wiciowe. Natomiast przy najwyzszej sto-
sowanej predkosci obwodowej 0,40 m/s przy stezeniachod 2000
do 8000 mg/dm 0" stwierdzono roéwnowage w czestotliwosci wy-
stepowania dwéch grup pierwotniakéw tj. zarodziowych i orze-
skow /po okodo 50 /*/= 3T2Y stosowaniu Sciekdw o najwyzszych.
stezeniach grupg dominujaca byty zarodziowe.

W podsumowaniu przeprowadzonych doswiadczen nalezy podk-
reSli¢, ze przy matych predkosciach obwodowych tj. 0,03
i 0,10 m/s stwierdzono wystepowanie sukcesji pierwotniakéw
w zaleznosci od stezenia Sciekow doptywajacych.
Zas przy wysokich predkosciach 0,25 i1 0,40 m/s jedna z grup
gtownie wiciowe lub zarodziowe, uzyskiwata wyrazng domina-

cje, niezaleznie od stezenia Sciekéw doptywajacych.

PODSUMOWANIE 1 DYSKUSJA

¥ ostatnich latach wzrasta zainteresowanie procesem
oczyszczania Sciekdw organicznych jak 1 mineralnych na z4o-
zach obrotowych. Prowadzone sg prace w kierunku optymaliza-

cji rozwigzah konstrukcyjnych urzadzen i parametréw techno-



logicznych, procesu oczyszczania Sciekow /40, 52, 67/»
Dotychczasowa jednak kontrola wzrostu b4ony biologicznej

jak 1 eliminacji zanieczyszczen ze Sciekéw na podstawie
oznaczen technologicznych i1 fizyczno-chemicznych wydaje

sie niewystarczajaca.

Rozk#ad bowiem zwigzkéw organicznych wystepujgacych w Scie-
kach doptywajacych na z4toze przeprowadzajg mileroorganizmy.
Wydaje sie wiec celowe, podobnie jak w przypadku osadu czyn-
nego, wprowadzenie testow aktywnosci metabolicznej drobno-
ustrojow do oceny pracy tych urzadzen.

Y niniejszej pracy przyjeto zakres badan, ktéry pozwo-
11+ na wytypowanie biologicznych metod kontroli rozwoju
btony. Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono optymal-
ne parametry technologiczne z46z obrotowych, przy ktérych
zachodzit intensywnie proces rozkdadu Sciekow z produkcji
drozdzy paszowych.

Badania przeprowadzono na urzadzeniu pilotowym

/p.p. 2.i/ zainstalowanym w stacji dos$wiadczalnej w Zyrar-
dowskich Zaktadach Przemys4u Spirytusowego '"Polmos'.
U urzadzeniu pracowato jednoczesnie 5 z46z przy jednakowej
predkosci obwodowej 1 d¥ugosci tasmy, na ktore doptywaty
odpowiednio przygotowane sScieki o stezeniu wyrazonym w BZTH
wynoszacym 9900, 8000, 0600, 4900, 3400 mg/dm300 /wartosci
Srednie/. Przeprowadzono 9 serii badan zmieniajgac parametry
/predkos¢ obwodowa i ddugos¢ tasm/ zachowujgc w/w stezenia
Sciekow tj. od 9900 do 3400 mg/dm300.

Hozwéj bdony w zaleznosci od zmian w/w parametréw oce-

niano na podstawie jakosci i1 liczby mikroorganizméw oraz
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aktywnosci enzymatycznej mierzonej aktywnoscig dehydrogenaz
ogélnych. /TTC/, dehydrogenazy bursztynianowej /5D11/, gluta-
mintanowej /Glut DH/ 1 mleczanowej /LDH/.

Yybor dehydrogenaz oznaczanych testem TTC by+# podykto-
wany waznym znaczeniem tych enzyméw w metabolizmie komdrko-
wym. Przeprowadzajga one bowiem, procesy odwodorowania zwigz-
kéw organicznych, powodujac ich uxlenienie. Informuja o ak-
tywnosci biochemicznej drobnoustrojow, w zaleznosci od zmian
czynnikéw abiotycznych, w tym miedzy innymi od parametroéw
technologicznych procesu oczyszczania. Dane te moga byc
wykorzystane do sterowania procesem oczyszczania Sciekow.

Dehydrogenaza bursztynianowa jako jeden z waznych
enzyméw oddechowych cyklu kwasow tréjkarboksytowych /cykl
Krebsa/ katalizuje przemiane kwasu bursztynowego w kwas
fumarowy. Reakcja ta regulowana jest stezeniem szczawioocta-
nu, ktory zapoczatkowuje cykl przemian.

Podkresli¢ nalezy, ze cykl ten oprocz bardzo waznej roli ja-
ka odgrywa w procesach oddechowych jest takze g+éwnym pre-
kursorem, dostarczajacym substratow dla innych szlakéw me-
tabolicznych zachodzgcych w komérkach organizméw, miedzy
innymi do syntezy biatek komérkowych.

Dehydrogenaza glutaminianowa jest jednym z enzymow ka-
talizujacym reakcjag przemian kwasu cC-keto-glutarowego do
wytworzenia glutaminianu - aminokwasu odgrywajgacego wazng
role w syntezie biatek. Aktywnos¢ tego enzymu moze byc¢
wiec wskaznikiem zdolnosci mikroorganizmow b4ony biologicz-

nej do wytwarzania biatek komérkowych.
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Dehydrogenaza mteczanowa jest enzymem niezbednym w pro-
cesie oddychania beztlenowych bakterii mlekowych. Katalizuje
ona proces utleniania kwasu pirogronowego do kwasu mlekowego.
Aktywnos¢ tej dehydrogenazy jest wskaznikiem aktywnosci meta-
bolicznej bakterii beztlenowych /fermentacji mlekowej/, Kkto-
re moga sie rozwing¢ w warstwach bdony biologicznej o ogra-
niczonym dostepie tlenu.

W oparciu o wyniki aktywnosci enzymatycznej oraz li-
czebnosci bakterii 1 grzybow w bdfonie z46z obrotowych, prze-
prowadzono analize parametrow kinetycznych.

Wykorzystano w tym celu model zaproponowany przez Chase /10/
dla opisu aktywnosci en.zy"-matycznej mikroorganizméw osadu

czynnego. Okreslono wartosci:

/
- K /stata substratowa tj. stezenie substratu rdirme 1/2

maksymalnej aktywnosci enzymatycznej lub malesymalnej

liczby bakterii czy grzybéw/
- / maksymalna mozliwa aktywnos¢ enzymatyczna/
- M ,,,/ maksymalna mozliwa liczba baleterii lub grzyboéw/.

Okazato sie, ze interprotacja wynikéw na podstawie powyz-
szego modelu pozwala na wytypowanie optymalnych parametroéw
technologicznych pracy z4oza obrotowego, przy ktérym uzysku-
je sie prawiddowy rozwdj biony.

Analiza parametréw kinetycznych wykazata, ze istniegje
zaleznosS¢ pomiedzy stezeniem substratu,a aktywnoscig dehy-
drogenaz ogolnych i dehydrogenazy bursztynianowej oraz licz-

bg bakterii i grzybow. W innych testach jak LDH 1 Glut DH

nie uzyskano tej zaleznosci,
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Mikroorganizmy wykazywaty aktywnos¢ dehydrogenazy mle-
czanowej 1 glutaminianowej jJedynie w poczgtkowym okresie
wzrostu btony maksymalnie do 10 dnia hodowli. Zjawisko to
wystepowato przy takich parametrach technologicznych, przy
ktérych rozwéj b4ony byt powolny tj. matych predkosciach
obwodowych, niskich stezeniach sSciekdéw doptywajacych. DHugosé
tasmy natomiast nie miata wpdywu na zmiany aktywnosci enzyma-
tycznej LDH i Glut DH. V okresie fazy statego wzrostu bdony
nie stwierdzono aktywnosci tych enzyméw.

Nalezy przypuszczac¢, ze bakterie mlekowe, ktdére dostawa-
ty sie na ztoze obrotowe pochodzity z mikroflory Sciekdéw do-
ptywajacych, nie miaty jednak w bdonie odpowiednich warunkéw
do swego rozwoju.

Fakt zaniku aktywnosci dehydrogenazy glutami%ianowej
mikroorganizméw, ktory informuje o intensywnosSci procesoéow
syntezy biatek komérkowych, wyjasni¢ mozna zmianami, metabo-
lizmu komérek w czasie rozwoju b4ony biologicznej. Badania
Toinlinsona 1 Snaddon /63/ wykazaty, ze w pierwszej fTazie
wzrostu bdony biologicznej 50 A zwigzkow organicznych dopty-
wajacych ze Sciekami zuzywanych jest na przyrost masy komo-
rek, 25 /[ uwalnianych w wyniku oddychania jako CO”, pozostata
natomiast czes¢ trafia do odptywu. X Fazie stanu statego mi-
kroorganizmy bdony wykarzystuja 63 % zwigzkow organicznych
w procesie oddychania, uwalniajgac je jako COo, a tylko ok.

20 ¢ tych zwiazkéw zuzywanych jest do syntezy biatek komdér-
kowych .
Z przytoczonych danych wynika, ze na podstawie testu Glut DH

mozna wnioskowa¢ o intensywnosci wzrostu bdony tylko w poczat-
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kowym okresie jej namnazania.

¥ catym okresie prowadzonych, badan natomiast, wielce
przydatne okazaty sie testy aktywnosci ogélnej dehydrogenaz
i dehydrogenazy bursztynianowe j, zaréwno do okreslania czyn-
nikow limitujacych rozwdéj mikroorganizmow, takich jak tlen
czy substrat jak i do oceny przebiegu proceséw enzymatycznych
w btonie.

Z pordéwnania wartosci parametréow kinetycznych uzyskanych
w tesScie TTC i tescie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej,
mozna wnioskowa¢ o ograniczajacym wpdywie dostepu tlenu lub
substratu na rozwdj mikroorganizméw podczas rozk#adu Sciekoéw.
Badania Polanskiego /76/ nad kinetyka reakcji enzymatycznych
w procesie biodegradacji zwiagzkéw organicznych osadem czyn-
nym wykazaty, ze aktywnos¢ ogdlna dehydrogenaz jest wyzsza
anizeli aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej. Doswiadczenia
przeprowadzono, stosujac niskie stezenia zwiazkoéw organicznych
10 - 100 mg/dm-i zapewniajac jednoczesSnie wysokie stezenia tle-
nu. ¥ tym przypadku czynnikiem ograniczajgcym wzrost mikroorga-
nizméw by+ substrat, a nie tlen. ¥ niniejszej pracy natomiast,
uzyskiwano wyzsze wartosci aktywnosci dehydrogenazy bursztynia-
nowej anizeli ogdlnej dehydrogenaz. Pozwala to stwierdzic¢, ze >
warunkach pracy z46z obrotowych czynnikiem ograniczajgacym wzros
mikroorganizmow w bdonie jest dyfuzja tlenu.

Analiza parameti“6ow kinetycznych aktywnosci ogolnej dehy-
drogenaz - TTC oraz dehydrogenazy bursztynianowej, a takze
liczebnosci bakterii, pozwolita na wytypowanie optymalnych
parametrow technologicznych z#6z obrotowych w procesie oczysz-

czania Sciekow z produkcji drozdzy paszowych. Stwierdzono przy
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tym, ktéry z nich, tj. dfugos¢ tasmy czy predkos¢ obwodowa
wptywaty znaczaco na rozwdj biomasy bdony. Okazato sie, ze
w badanym urzadzeniu czynnikiem ograniczajacym wzrost btony,
byta dyfuzja t#enu i substratéw zalezna od predkosci obwodo-
wej. Zjawisko to opisywali Sanders /5*+/, Hoekin /29/ w odnie-
sieniu do innego typu z#6z obrotowych..

DHugos¢ tasmy natomiast majgca wptyw na czas kontaktu
organizméw ze Sciekami, to jest na dostepnos¢ substratoéw
w przypadku badanych z46z, nie odgrywata roli czynnika limi-

tujacego rozwdj blony. Wskazuja na to wartosci K_ uzyskane m.

S
in. przy predkosci obwodowej 0,10 m/s. Dla tasm o ddugosci

3,5 1 ~>5 ni wartosci kg wyznaczone na podstawie testu Ttc
by+y jednakowe 1 wynosid4y po 20.000 mg/dm300, a wyznaczone
dla aktywnosci bursztynianowej odpowiednio: 11.400; 10.100
mg/dm Oo.

Powyzsze rozwazania wiec, wskazuja, ze predkos¢ obwodo-
wa jest gtdéwnym parametrem decydujacym o tempie namnazania
mikroorganizméw uwarunkowanym dyfuzja tlenu. Na podstawie ana-
lizy kinetyki aktywnosci enzyméw /test TTC i SDH/ oraz wzros-
tu bakterii wytypowano optymalng predkos¢ obwodowg. W bada-
niach zastosowano cztery predkosci: 0,03; 0,10; 0,25; 0j™N0 m/s*.
Przy pierwszych trzech predkosciach nastepowat wzrost paramet-
row kinetycznych Ky i Zoon charakteryzujacych aktywnos¢ enzy-
matyczng drobnoustrojéw oraz i M v opisujgcych wzrost bak-
terii. Dla tasmy np. o ddugosci s3ts5 u wartosci K zwiekszaty
sie wraz z podwyzszaniem predkosci obwodowej od 16000 do

25000 mg/Zdm™ON /wg testu TTC/ oraz od 10000 do 15600 mg/dm~QO
3
/wg testu SDIl/ a takze od 9900 do 15000 mg/dm O~ /wg oznaczen
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liczebnosci bakterii/. Przy predkosci najwiekszej, natomiast
wzrostowi K /wg testu DIl i oznaczen liczebnosci bakterii/
towarzyszy+ gwattowny spadek parametrow %nTx i e Zwigza-
ne byto to z dziataniem sit tzw. Scinajacych., ktore sa przy-
czyng wymywania b4ony ze ztoza.

Wyniki te znajdujag potwierdzenie w badaniach Sandersa
/5"/, Trulearcl 1 Characklisa /64/. Characktisa /8/.

Autorzy ci przeprowadzali eksperymenty nad rozwojem b4ony bio-
logicznej przy predkosciach obwodowych 0,03 - 0,30 m/s i stwier
dzili, ze przy najwiekszej stosowanej przez nich predkosci

0,30 m/s nastepuje intensywne wymywanie masy bdony.

Wyniki testéw enzymatycznych /Zaktywnosci ogolnej dehy-
drogenaz 1 dehydrogenazy bursztynianowej/ oraz liczby balete-
rii wskazaty, ze rozwdj bdony zachodzit najinteﬁgywniej przy
predkosci obwodowej 0,25 m/s. Przeprowadzone w niniejszej
pracy badania przy uzyciu testu SDH nad okresSleniem ilosci
aktywnej biomasy wykazaty, ze przy tej predkosci uzyskano
najwiekszg jej ilos¢ tj. 1,770 mg biatkaZcm~. Zwiekszenie
predkosci do 0,40 m/s spowodowato wyrazny spadek ilosci
aktywnej biomasy do 1,211 mg bia+ka/cm2 jak rowniez wydtuze-
nie czasu rozwoju bdony.

Przy okreslaniu liczebnosci grzybow najwiekszy ich roz-
wOj zaobserwowano przy matych predkosciach obwodowych 0,03
i 0,10 m/s i diugosci tasmy 3»5 m. Badania lruleara
i Characklisa /64/ wykazaty, ze grzyby w bd#onie biologicznej
rozwijaja sie przy niskich obcigzeniach ztoza +adunkiem glu-
kozy, natomiast wraz ze wzrostem obcigzenia dominacje w bio-

cenozie osiggajg baleterie.
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¥ ztozach, poza bakteriami 1 grzybami wystepowaty takze
organizmy zwierzeco, g#éwnie pierwotnialci reprezentowane przez
nieliczne gatunki. Nie stwierdzono obecnosci makrofauny zeru-
jacej. Podobne dane przedstawiyli Tomlinson 1 Snaddon /63/
dla z46z obrotowych wysokoobcigzonych. Waliza mileroskopowa
b+ony wykazata, ze przy matych predkosciach obwodowych 0,03
i 0,10 m/s wystepowata sukcesja pierwotniakéw w zaleznoSci
od stezenia Sciekow, przy czym nastepstwo odpowiednich grup
by+o uzaleznione od dfugosci tasm. Przy wyzszych predkosciach
0,25 1 0,0 m/s obserwowano dominacje wiciowych lub zarodzio-
wych.

Analiza biologiczna b4ony jako badanie kontrolne moze
by¢ przydatna do oceny prawiddowosci rozwoju bdony szczegd6l-
nie przy niskich obcigzeniach ztoza. Przy wysokich obcigze-
niach dominujg w biocenozie bakterie, a zroznicowanie fauny
jest niewielkie. Badania wiec mikroskopowe b4ony nie majag
wiekszego znaczenia dla oceny tempa jej rozwoju.

¥ trakcie przeprowadzonych doswiadczen wprowadzono mo-
dyfikacje metody oznaczania aktywnosci ogélnej dehydrogenaz
testem TTC. Zgodnie z metodyka /32/ do probek wprowadza sie
glukoze jako substrat egzogenny. Z badan przeprowadzonych
przez ToerienO. 1 Kotze /61/ wynika, ze pewne weglowodany
in. In. glukoza moga hamowa¢ synteze niektdérych enzyméw i1 ob-
niza¢ poziom ich aktywnosSci. ¥ niniejszej pracy, obok glu-
kozy w eksperymentach stosowano roztwdor peptonu. Okazato sie,
ze dodatek peptonu by+ odpowiednim substratem egzogennym dla

drobnoustrojéw bdony w przeciwienstwie do glukozy. ¥ obecnosci
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glukozy aktywnosS¢ dehydrogenaz czesto by#a nizsza, anizeli
bez jej dodatku. Niektdérzy autorzy jak Richards 1 wsp. /51/
zalecajg stosowanie jako substratu egzogennego — roztwor
ekstraktu drozdzowego.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykazaty przy-
datnos¢ testow enzymatycznych jak i1 oznaczen ilosciowych bak-
terii do kontroli procesu rozwoju b4ony na z4ozach obrotowych
Zastosowana analiza parametrow kinetycznych pozwolida na wy-
bor parametréw technologicznych, przy ktorych aktywnos¢ bio-
chemiczna mikroorganizméw jak 1 1loS¢ aktywnej biomasy jest
najwieksza. Odpowiedni dobdr testdow enzymatycznych ma duze
znaczenie w okresleniu czynnikédw ograniczajgacych rozwéj bdo-
ny przy danych parametrach procesu oczyszczania. Zaproponowa-
ne metody badan aktywnosci enzymatycznej powinny znalez¢ za-
stosowanie jako kontrolne do oceny przebiegu procesow bio-

chemicznych w innych typach z4#6z.

WI10SKI
Przeprowadzone badania wykazaty, ze testy enzymatyczne
oraz badania ilosciowe mikroorganizméw wystepujacych w bto-
nie biologicznej z46z obrotowych oczyszczajgcych Scieki
z produkcji drozdzy pozwalaja na:
- kontrole intensywnosci rozwoju bdony,
- ocene przebiegu procesow biochemicznych w zaleznosci od
stosowanych parametréw technologicznych oczyszczania Scie-
kow ,

- wytypowanie parametrow technologicznych, decydujacych
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o rozwoju bdtony, jJak réwniez wybor optymalnych warunkéw

procesu oczyszczania.

5.1. Biocenoza btony biologicznej na z4ozu obrotowym oczyszczajag-
cym Scieki z przemysdtu drozdzowego, charakteryzowata sie
sktadem typowym dla z#6z wysokoobcigzonych tj. dominacja
bakterii, niewielkag iloscig grzybow oraz matym zrdéznicowa-

niem taksonomicznym organizméw zwierzecych.

5.2. Sposréd testédw enzymatycznych, najbardziej przydatne do oce-
ny intensywnosci rozwoju biomasy b4ony okazaty sie testy
aktywnosci ogélnej dehydrogenaz - TTC i aktywnosci dehydro-
genazy bursztynianowej /SDH/. Testy te informuja o ut-lenia-
niu zwigzkéow organicznych we wszystkich fazach wzrostu b4o-
ny. Test dehydrogenazy glutaminianowej /Glut Dli/ - moze bycC
wykorzystywany tylko w poczgtkowym okresie rozwoju bdony
tj. w Fazie logarytmicznej wzrostu mikroorganizméw.
Aktywnos¢ tego enzymu obrazuje szybkos¢ syntezy biatek komor-

kowych zachodzgcych intensywnie w pierwszych etapach wzrostu

b+ony.

5.3* Test aktywnosci dehydrogenazy mieczanowej /LDII/ nie obrazo-
wat procesdéw biochemicznych zachodzgcych w bdonie, z uwagi
na swoja specyficznos¢ w odniesieniu do metabolizmu bakterii
fermentacji typowo mlekowej.

Bakterie te, jakkolwiek mogg wystepowa¢ w badanych Sciekach
nie znajduja odpowiednich warunkéow do rozwoju w bdonie bio-

logicznej .



Analiza i1losciowa wykazata przydatnos¢ okreslania liczebnos-
ci bakterii do oceny intensywnosci rozwoju bdony, natomiast

grzybow - tylko przy matych predkosciach obwodowyche

Kinetyczny model Chase obrazujacy aktywnosS¢ enzymatyczng
mikroorganizmoéow w osadzie czynnym, moze by¢ stosowany do
wyznaczania parametréow kinetycznych aktywnosci dehydrogenaz
drobnoustrojow i liczebnosci bakterii oraz grzybéw wystepu-
jacych w btonie z46z obrotowych. Analiza parametréw kinetycz-
nych, wg tego modelu pozwolid4a na wytypowanie czynnikéw decy-
dujacych o wzroscie btony oraz na wybdor optymalnych paramet-
row technologicznych oczyszczania Sciekoéw.

¥ badanym z4ozu obrotowym czynnikiem ograniczajgacym rozwdj
mikroorganizméw by4a dyfuzja tlenu, a nie dostgynoéé subs-
tratu zalezna od predkosci obwodowej .

Jako optymalng wartos¢ predkosci, przy ktérej uzyskuje
najintensywniejszy rozwdj b4ony uznano 0,25 m/s. Przy tej
predkosci stwierdzono takze najwyzsza aktywnos¢ ogdlng
dehydrogenaz, dehydrogenazy bursztynianowej oraz wzrost

bakterii.

Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej pozwo-
lito na wyznaczanie ilosci aktywnej biomasy bdtony biologicz-
nej. Najwyzsza wartos¢ aktywnej biomasy 1,770 mg/biaikaZcm™*
stwierdzono takze przy optymalnej predkosci obwodowej]

- 0,25 m/s.

Metodyka testu TTC stosowana do pomiaru aktywnosci ogdélnej
dehydrogenaz, zostata zmodyfikowana przea wprowadzenie pep-

tonu jako substratu egzogennego zamiast glukozy.



Wnioski z niniejszej pracy wskazujag na koniecznosé
wprowadzenia do badan rutynowych, metod enzymatycznych, ktére
obrazujg przemiany biochemiczne zachodzgce w procesie oczysz-

czania Sciekéw metodami biologicznymi.
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Zestawienie wartosci parametrow kinetycznych Kg 1 Zmax
aktywnosci ogélnej dehydrogenaz /test TTC/ mikroorganizméw

btony biologicznej na z4ozu obrotowym.

Zestawienie wartosci parametrow kinetycznych Ks i1 Zra;:
aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej /test SDH/ mikro-

organizméw bdony biologicznej na z4ozu obrotowym.

Zostawienie wynikéw badan nad okresleniem aktywnej ilosci

biomasy btony biologicznej.

Zostawienie wartosci parametréw kinetycznych K i H ...

liczebnosci bakterii bdtony biologicznej na z4ozu obrotowym.

Zestawienie wartosci parametréow kinetycznych KS i MM“K

liczebnosci grzybow bdtony biologicznej na z4ozu obrotowym.

Zestawienie wynikow badan nad okresleniom ilosci organizméw

zwierzecych wystepujacych w bdonie biologicznej.
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8. SPIS RYSUNKOW

1. Schemat g#éwnych drdég przenoszenia materil w procesie

oczyszczania Sciekédw organicznych na z4ozach /Hawkes 1963/,

2. Schemat z4oza obrotowego

9. SPIS FOTOGRAFI1

1. Urzadzenie pilotowe
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10.  SPIS T7YKREOL7

1. Aktywnos$¢ ogoélna dehydrogenaz /test TTC/ mikroorganizmoéw
bdtony biologicznej w zaleznosci od stezenia Sciekéw [S ]

doptywajgcych na z4oze o dtugosci tasmy L = 2,5 u.

2. Aktywnos¢ ogdélna dehydrogenaz /test TTC/ mikroorganizméw
b4tony biologicznej w zaleznosci od stezenia Sciekéw [S ]

doptywajacych mo. z+oze o diugosci tasmy L = 3,5 a.

3. Aktywnos$¢ ogdlna dehydrogenaz /test TTC/ mikroorganizmow
bdtony biologicznej w zaleznosci od stezenia Sciekow [S ]

doptywajacych na ztoze o ddugosci tasmy L = 4,5 ra

4. Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowe j /test SDII/ milero—
organizmow bdony biologicznej w zaleznosci od stezenia Scie-

kéw [ S ] doptywajgcych na z4oze o dtugosci tasmy L = 2,5 |

5. Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej /test SDII/ mikro-
organizmow bdtony biologicznej w zaleznosci od stezenia Scie-

kéw [ S] doptywajacych na ztoze o ddugosci tasmy L = 3,5 m.

6. Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej /test SDII/ mikro-
organizméw bdony biologicznej w zaleznosci od stezenia Scie-

kébw [S ] doptywajacych na ztoze o dtugosSci tasmy L = 4,5 n.

7. Aktywnos¢ dehydrogenazy rateczanowej /test LDI-I/ i dehydroge-
nazy glutaminianowej /test Glut DII/ mikroorganizméw b4ony
biologicznej w zaleznosci od stezenia Sciekéw [ S ] doptywa-

jacycli na ztoze o dtugosci tasmy L = 2,5 m
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14.

15.

16.

17.

Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanouej /test LDII/ i dehydroge-
nazy glutaminianowe j /test Glut DII/ mileroorganizmow b4ony
biologicznej w zaleznosci od stezenia Sciekow [o] doptywaja-

cych na ztoze o dtugosci tasmy L = 3,5 m.

Aktywnos¢ dehydrogenazy mieczanowej /test LDII/ 1 dehydroge-
nazy glutaminianowe j /test Glut DII/ mileroorganizméw bd4ony
biologicznej w zaleznosci od stezenia Sciekow [S] doptywa-

jacych na ztoze o dtugosci tasmy L = 4,5 m.

- 13. Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej /toot GDI!/,
zawartoscé biatka oraz i1los¢ zuzytego substratu przez
mikroorganizmy w zaleznosci od czasu hodowli bd#ony biolo-

gicznej na z#ozu o diugosci tasmy L = 3»3 ri

Liczebnos¢ bakterii btony biologicznej w zaleznosci od
stezenia Sciekéw [S] doptywajgcych na zdoze o ddugosci tas-

my L = 2,5 m

Liczebnos¢ baliterii bdtony biologicznej w zaleznosci od ste-
zenia Sciekéw [3] doptywajacych na zdoze o ddugosci tasmy

L = 3,5 ni.

Liczebnos¢ baleterii btony biologicznej w zaleznosci od ste-
zenia Sciekéw [5 ] doptywajagcych na zdoze o ddugosci tasmy

L =4,5 m.

Liczebnos¢ grzybéw b4ony biologicznej w zaleznosci od ste-
zenia Sciekow [3] doptywajacych na zdoze o ddfugosci tasmy

L =2,5m.



18.

19.

20.

21.

22.

73

Liczebnos¢ grzybow bdony biologicznej w zaleznosci od ste-

zenia Sciekow [S] doptywajacych na z#oze o diugosci tasmy

L = 3,5 m.

Liczebnos¢ grzybow biony biologicznej w zaleznosci od ste-

zenia sciekow [S] doptywajacycta na ztoze

L=4,5m

Czestotliwos¢ wystepowania pierwotniakow
gicznej w zaleznosci od stezenia sSciekow

na z4oze o dtugosci tasmy L = 2,5 t1n

CzestotliwosS¢ wystepowania pierwotniakow
gicznej w zaleznosci od stezenia Sciekdw

na z4oze o ddugosci tasmy L = 3,5 u.

CzestotliwosS¢ wystepowania pierwotniakéw
gicznej w zaleznosci od stezenia Sciekdw

na z4oze o ddugosci tasmy L = 4,5 o

o dtugosci tasmy

w bdonie biolo-

[S ] doptywajacych

w bdonie biolo-

[S] dop4ywajacych

w b¥onie biolo-

[S] doptywajacych









