1V. Streszczenie

Wspédloczyszezanie odciekéw ze skladowisk odpaddéw wraz ze Sciekami komunalnymi w
biologicznych oczyszczalniach $ciekdw stanowi w Polsce bardzo powszechng praktyke. Jednakze ze
wzgledu na ztozony i zréznicowany sklad fizykochemiczny, wody odciekowe mogg by¢ toksyczne dla
mikroorganizméw osadu czynnego i niekorzystnie wpltywaé na proces usuwania zanieczyszczen
obecnych w $ciekach. Bioaugmentacja osadu czynnego wydaje sie by¢ atrakcyjnym rozwigzaniem
problemoéw wielu oczyszezalni Sciekéw, zwigzanych z ich narazeniem na obecno$¢ wysokich stezefi
wod odciekowych w $ciekach. Strategia ta polega na wprowadzeniu do Srodowiska osadu
wyselekcjonowanych szczepdéw lub konsorcjéw mikroorganizméw w celu wzmocnienia potencjatu
degradacyjnego mikroorganizméw autochtonicznych oraz poprawy stanu jego funkcjonowania.
Introdukowane do osadu czynnego szczepy, obok wysokiego potencjatu degradacyjnego, powinny
cechowa¢é sig zdolnoscig do produkcji zwigzkéw wspomagajacych rozkiad zanieczyszczen obecnych w
$ciekach, tj. sideroforéw, bioflokulantéw i biosurfaktantéw. Powinny by¢ takze zdolne do wbudowania
sie w strukture ktaczkow i koagregacji z mikroorganizmami autochtonicznymi egzystujgcymi w tym
ekosystemie.

Glownym celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie wplywu bioaugmentacji osadu czynnego
obcigzonego odciekami z osadéw dennych stawu Kalina w Swigtochtowicach z wykorzystaniem
wyselekcjonowanych szczepow bakterii oraz ich konsorcjum na efektywno$¢ usuwania zanieczyszczen
w $ciekach. Dodatkowo oceniano wptyw bakterii inokulowanych do osadu na jego kondycje oraz
aktywno$¢ enzymatyczna, zywa biomase¢ i potencjal funkcjonalny zespotéw mikroorganizméw
autochtonicznych zasiedlajacych to $rodowisko.

Charakterystyka sktadu fizykochemicznego i mikrobiologicznego odciekéw pochodzacych z
osadéw dennych stawu Kalina wykazata, ze byly one wysoko obcigzone tadunkiem zanieczyszczen
organicznych i obecne w nich byly wskaznikowe bakterie chorobotwéreze, co facznie moze stanowic
potencjalne zagrozenie sanitarne i epidemiologiczne dla $rodowiska. Egzystujace w wodach
odciekowych mikroorganizmy heterotroficzne charakteryzowaly si¢ niskim potencjatem
funkcjonalnym i stabg aktywnoscia metaboliczng. Badania toksycznosci ostrej odciekéw pozwolity na
wyznaczenie wartosci NIC, ECso i MIC 100, odpowiednio 3,45%, 6,69% i 11,26%.

Analiza wptywu dlugotrwatej obecnosci 3,5%, a nastepnie 5,5% odciekéw w $ciekach na
parametry operacyjne procesu oczyszczania $ciekéw syntetycznych wykazata spadek efektywnoscei
usuwania ChZT w bioreaktorze typu SBR, ktéremu towarzyszyt wzrost wartosci pH w $ciekach do 9,3.
Ponadto zaobserwowano, ze zmiany pH w bioreaktorze obcigzonym odciekami byty skorelowane z
pogorszeniem sie wiasciwosei sedymentacyjnych osadu czynnego, o czym $wiadczyla niska wartos¢
indeksu opadowego (10), ponizej 70 cm?®/g. Analizy mikroskopowe potwierdzity takze zmiany
morfologiczne ktaczkéw w osadzie czynnym obcigzonym odciekami. Wyniki badan wskazaly, ze
obecno$é odciekdw w osadzie czynnym przyczynita si¢ do obnizenia stosunku MLVSS do MLSS, ktéry
byt zbyt niski, aby mozliwe bylo osiagni¢cie efektywnego usunigcia zanieczyszczenn w Sciekach.
Ponadto zawarto$é zawiesin ogdlnych w tym bioreaktorze ponizej 2,5 mg/l nie pozwalata na osiagnigcie
pozadanego stezenia mikroorganizméw w osadzie czynnym. Wyniki badan dotyczgcych zmian
roznorodnosci funkcjonalnej zespotéw mikroorganizméw zasiedlajagcych osad czynny obcigzony
odciekami w stezeniach 3,5% i 5,5% wskazaty na utrate zdolnosci mikroorganizmdéw autochtonicznych
osadu czynnego do metabolizowania odpowiednio 33% i 40% substratéw na plytkach EcoPlate™.
Mikroorganizmy autochtoniczne w tych osadach preferencyjnie metabolizowaty przede wszystkim
weglowodany i zwigzki fenolowe. Poréwnujgc mikroorganizmy z bioreaktora kontrolnego oraz
obcigzonego wodami odciekowymi stwierdzono, Ze bakterie narazone na dziatanie odciekow
odznaczaly sie wigksza zdolnoscig do utylizacji zwigzkéw zawierajgcych azot, lecz nie potrafily
metabolizowaé zwiazkéw zawierajacych fosfor. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wprowadzenie wéd
odciekowych do $ciekéw znaczaco wplynelo takze na obnizenie aktywnosci dehydrogenaz i
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niespecyficznych esteraz w osadzie czynnym, co bylo skorelowane z obnizeniem aktywnos¢
metabolicznej w tym ekosystemie. Niska aktywno$¢ metaboliczna w osadzie czynnym obcigzonym
odciekami korespondowala z utrata zdolnoéci mikroorganizméw autochtonicznych do utylizowania
okreslonych substratéw wzrostowych, m.in. zwiagzkéw zawierajacych fosfor oraz ze wzrostem
wykorzystania zwigzkéw fenolowych i zawierajgcych azot. Analiza uzyskanych profili kwaséw
thuszezowych (FAMEs) wykazata, ze mikroorganizmy autochtoniczne osadu czynnego byly bardzo
wrazliwe na zanieczyszczenia obecne w wodach odciekowych i uruchamiaty mechanizmy adaptacji do
obecnosei odeiekow w Sciekach syntetycznych. Zasadnicze zmiany w profilach FAMEs polegaly na
wzro$cie zawartosci kwaséw nasyconych, w tym gléwnie kwaséw rozgatezionych i cyklopropanowych.
W odpowiedzi na stres pH, wynikajacy z obecnosci odciekéw w $ciekach, w profilach FAMEs
zaobserwowano takze wzrost zawartosci kwaséw rozgatezionych o izomerii anteiso w stosunku do
kwaséw o izomerii iso. Réznice w udziale procentowym poszezegdlnych kwaséw thaszezowych w
profilach FAMEs analizowanych prébek osadu czynnego byly zwiazane z réznicami w strukturze
zespotow mikroorganizméw w tym Srodowisku. W dniu zakoriczenia eksperymentu w profilach FAMEs
zar6wno kontrolnego, jak i obcigzonego odciekami osadu czynnego dominowaly kwasy
charakterystyczne dla bakterii Gram-ujemnych. W przeciwienstwie do osadu kontrolnego, w profilach
FAMESs uzyskanych dla osadu obcigzonego odciekami zaobserwowano dodatkowo spadek udziatu
procentowego markerowych kwaséw thuszczowych dla Protozoa i wzrost zawarto$ci procentowej
markeréw FAMEs dla bakterii Gram-dodatnich i grzybéw.

Po dokonaniu szczegétowej charakterystyki 10 szczepdw bakterii, sposréd nich do badan
bioaugmentacyjnych wybrano dwa szczepy P. putida OR45a i P. putida KB3. Wyselekcjonowane
mikroorganizmy byly zdolne do wzrostu w obecnosci wysokich stezen katecholu, benzoesanu, kwasu
4-hydroksybenzoesowego, kwasu 3,4-dihydroksybenzoesowego, fenolu, 2-metylofenoly, 4-
metylofenolu oraz mieszaniny krezoli. Ponadto posiadaly zdolno$é do produkcji sideroforéw,
wspomagajacych dziatanie enzyméw zaangazowanych w rozktad zwiazkéw aromatycznych., Wyniki
przeprowadzonych badait potwierdzily réwniez, ze oba szczepy koagregowaly z mikroorganizmami
autochtonicznymi osadu czynnego i charakteryzowaly sie silng zdolnoscig do bioflokulacji (50% do
70%). Poza tym posiadaly zdolnos¢ do syntezy substancji egzopolisacharydowych i N-AHLs. Na
podstawie adhezji komérek do p-ksylenu zostaly zaklasyfikowane do bakterii o silnych whasciwodciach
hydrofobowych (CSH > 50%). Warto jednak podkresti¢, ze jedynie u szczepu P. putida OR45a
obecnos¢ odciekéw prowadzita do modyfikacji powierzchni komérek w kierunku bardziej
hydrofobowego charakteru niz u P. putida KB3, co moze sugerowaé, ze bakteria ta byta zdolna do
degradacji zanieczyszczeft obecnych w wodach odciekowych. Wstepna ocena zdolnosci szczepéw do
produkeji biosurfaktantéw wskazata na ich potencjalng zdolno$¢é do produkcji zwigzkéw
powierzchniowo czynnych. Z kolei analiza obu szczepéw pod katem ich zdolnosci do emulgowania
weglowodoréw obecnych w oleju diesla potwierdzifa, ze produkowaty one zwigzki odznaczajgce sie
wysokg aktywnoscig emulgujacg (> 45%).

Analiza genoméw P. putida OR45a i P. putida KB3 potwierdzila ich zdolnos¢ do rozktadu
Jjednopierscieniowych zwigzkéw aromatycznych i produkcji egzopolisacharydu — alginianu, Ponadto u
badanych mikroorganizméw stwierdzono obecnosé gendéw kodujacych biatka posredniczace w obronie
przed stresem oksydacyjnym. Zaréwno szczep P. putida OR45a, jak i P. putida KB3 posiadaty pompy
efflux, zwigkszajace ich opornosé na rézne rozpuszezalniki, takie jak: n-heksan, p-ksylen, toluen, styren,
m-ksylen, propylobenzen i etylobenzen. W genomach badanych bakterii wykazano dodatkowo
obecnos¢ operonu mer, zwigzanego z opornoscia komoérek na jony Hg?", a w genomie szczepu P. putida
KB3 potwierdzono obecnos¢ genéw kodujacych biatka odpowiedzialne za przeciwdziatanie stresowi
oksydacyjnemu wywolanemu przez jony chromu. Oba szczepy posiadaly takze zdolno$é do wzrostu w
obecnosci wysokich stezen jonow amonowych, wynoszacych odpowiednio 600 i 1000 pg/ml.

Ostatnim etapem prac byto zbadanie efektywnoscl procesu oczyszczania $ciekéw w wyniku
bioaugmentacji osadu czynnego obcigzonego odciekami z uzyciem wyselekcjonowanych szczepéw P.
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putida OR45a i P. putida KB3 oraz ich konsorcjum. Po zakoficzeniu eksperymentu istotne statystyczne
(p<0,05) ubytki badanych zwigzkéw fenolowych stwierdzono we wszystkich bioaugmentowanych
reaktorach. Najwigkszy ubytek tych zwigzkow (95%) odnotowano w osadzie czynnym
bicaugmentowanym szczepem P. putida KB3, podczas gdy w osadzie niepoddanym bicaugmentacji
mikroorganizmy autochtoniczne byly zdolne do rozktadu jedynie 50% zwiazkow fenolowych obecnych
w odcieku. Wysoka efektywnos¢ usuwania fenoli w ukiadach inokulowanych szczepami P. putida
OR45a i P. putida KB3 oraz ich konsorcjum korespondowata z wysoka skutecznoécia usuwania
zanieczyszczen organicznych oraz azotu amonowego. Bioaugmentacja z uzyciem wyselekcjonowanych
szczepow umozliwila takze utrzymanie stabilno$ci procesu oczyszczania $ciekéw, co moze $wiadczyé
o tym, Ze migdzy wprowadzonymi do bioreaktora szczepami bakteryjnymi, jak réwniez migdzy tymi
bakteriami a mikroorganizmami autochtonicznymi nie doszto do oddziatywan antagonistycznych. W
tym etapie badan przeprowadzono réwniez oceng wplywu bicaugmentacji na kondycje, aktywnoséé
enzymatyczng i metaboliczng oraz potencjal funkcjonalny osadu czynnego obciazonego odciekami.
Stwierdzono, ze obecno$¢ odcieku w $ciekach przyczynita sie do obnizenia wartosci SOUR w osadzie
czynnym o 53%. Dia poréwnania parametr ten osiggal prawie 2-3-krotnie wyzsze wartosci w
bioreaktorach obcigzonych odciekami i bioaugmentowanych wybranymi szczepami bakterii, a takze w
bioreaktorze kontrolnym, oczyszczajacym jedynie $cieki syntetyczne. Stwierdzono réwniez, ze
obecnos¢ odciekéw w Sciekach w najwigkszym stopniu wplyngta na aktywnosé dehydrogenaz, esteraz
i katalaz w bioreaktorze niepoddanym bioaugmentacji, przyczyniajac sie do znacznego zmniejszenia
ich aktywnosci, ktéra w bioreaktorze kontrolnym oraz w bioreaktorach bioaugmentowanych byta 3-4-
krotnie wyzsza. Wzrost aktywnosci drobnoustrojéw w bioaugmentowanym osadzie czynnym
obcigzonym odciekami byt skorelowany ze wzrostem biomasy osadu, a takze liczebnosei
mikroorganizméw heterotroficznych, podczas gdy w reaktorze niebioaugmenowanym nastapito
znaczne obnizenie tych parametréw. Stwierdzono, ze mikroorganizmy w reaktorach obcigzonych
odciekami byty mniej metabolicznie aktywne niz bakterie w bioreaktorze kontrolnym oraz w reaktorach
bioaugmentowanych. Obecno$¢ odcieku w $ciekach stanowila silny czynnik stresowy dia
mikroorganizméw w osadzie czynnym. Bioreaktor obcigzony odciekami nie dziatat prawidtowo, o czym
Swiadezyt wysoki wskaznik SBI (< 50%). Wprowadzenie wyselekcjonowanych szczepdw bakteryjnych
do osadu czynnego lagodzilo toksyczne dziatanie obecnych w odciekach substancji, a tym samym
przyczynito sie do obnizenia poziomu stresu w tym $rodowisku (SBI < 40%) i pozwalato na utrzymanie
wysokiej aktywnosci metabolicznej. Analiza profili metabolicznych bakterii w osadzie czynnym
wspoloczyszezajageym  Scieki  syntetyczne i odcieki wskazala na mniejsza  specjalizacje
mikroorganizméw w reaktorach inokulowanych wyselekcjonowanymi szczepami. Znaczny wzrost
zdolnosci zespotéw mikroorganizméw autochtonicznych w osadzie czynnym bioaugmentowanym z
uzyciem wyizolowanych szczepéw do metabolizowania zwiazkéw fenolowych moze wskazywaé na
zdolnos¢ inokulowanych bakterii do przetrwania i proliferacji w tym $rodowisku.

Analiza parametréw operacyjnych, wskaznikoéw kondycji osadu czynnego i potencjatu
funkcjonalnego mikroorganizméw autochtonicznych w osadzie czynnym obcigzonym odciekami ze
stawu Kalina wskazata na silng korelacj¢ migdzy strategia bioaugmentacji a wysokg aktywnoscia
mikrobiologiczng i efektywnodcig procesu oczyszczania $ciekéw. Najbardziej efektywng sposrod
zastosowanych strategii bioaugmentacji okazata si¢ inokulacja osadu czynnego szczepem P. putida
KB3. Ze wzglgdu na wysoki potencjat bioaugmentacyjny, wprowadzenie szczepu P. putida KB3 do
osadu moze stanowi¢ efektywne rozwigzanie probleméw wielu oczyszczalni $ciekéw obcigzonych
zafenolowanymi odciekami ze sktadowisk odpadéw.
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