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Wykorzystanie bakterii Alcaligenes faecalis
w oczyszczaniu sciekdw metodg
osadu czynnego

W artykule przedstawiono wyniki badan dotyczacych efektywndici usuwania azotu
organicznego i amonowego metedosadu czynnego zaszczepionego bakteriarlcaligenes
faecalis, zdolnymi do prowadzenia procesu nitryfikacji heteotroficznej. Badania prowadzo-
no w temperaturze 1&2°C w dwdch réwnolegle pracugcych laboratoryjnych reaktorach
SBR. Przemiany zwjzkéw azotu badano z wykorzystaniem osadu czynnegaszczepionego
heterotroficznymi nitryfikantami oraz osadu czynneg kontrolnego niezaszczepionego tymi
bakteriami. Badania realizowano, utrzymujac stosunek ChZT/N; na poziomie 1#1 i przy
obciazeniu osadu czynnego tadunkiem zanieczyszaz@rganicznych w zakresie od 0,16 do
0,49 g ChZT/g s.m.-d. W przedstawionych badaniachbserwowano wyszy o 4 do okoto 8%
stopien usunigcia azotu organicznego w reaktorze, w ktérym osadzgnny zaszczepiono bak-
teriami Alcaligenes faecalis w poréwnaniu z reaktorem kontrolnym. Odnotowano réwniez
w tym reaktorze wyzsze szybkéci nitryfikacji. Obserwowane réznice szybkdci nitryfikacji
sa stosunkowo niewielkie m¢dzy reaktorem z osadem czynnym zaszczepionym i na&szcze-
pionym. Jednakie analiza wykonana testent-Studenta wykazata, ze réinice te % znamienne,
co oznaczaze przemiany zwhzkdéw azotu przebiegaly efektywniej w reaktorze, w torym
osad czynny zaszczepiono heterotroficznymi nitryfiantami Alcaligenes faecalis.

Stowa kluczowe: heterotroficzna nitryfikacja, Alcaligenes faecalis, osad czynny

Wprowadzenie

Zgodnie z ogollnie przgfym stanem wiedzy, usuwanie azotu f@ekow
w uktadach technicznych odbywae siv procesie autotroficznej nitryfikacji ppt
czonej z heterotroficzndysymilacyjry denitryfikach. Dowiedziono jednakze ni-
tryfikanty autotroficzne w warunkach ograniczonetgstpu tlenu ma zdoIng¢
redukcji azotanow(lll) i (V) do tlenkéw azotu lulza@tu gazowego [1]. Heterotro-
ficzne denitryfikanty natomiast magdolnag¢ do przeprowadzania tlenowej deni-
tryfikacji oraz nitryfikacji heterotroficznej [2].

Nitryfikacja heterotroficzna znana jest od dawmranake uwaano,ze nie ma
ona istotnego znaczenia na przemianygzibw azotu [3, 4]. Do bakterii mgjych
zdolnci¢ prowadzenia heterotroficznej nitryfikacji zalicze miedzy innymi:
Alcaligenes faecalis, Arthrobacter globiformis, Aerobacter aerogenes, Mycobac-
terium phlei, Thiosphaera pantotropha i Pseudomonas stutzeri [5-8]. Prawdopo-
dobnie nitryfikacja heterotroficzna jest miva, gdy iloraz wartéci ChZT do
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azotu ogolnego przekracza 10 [9]. Wyniki ba&darzeprowadzonych przez van
Niela i innych [10] wskazuaj, ze w okrdlonych warunkachkirodowiska, przy nie-
doborze tlenu, efektywré utleniania jonow amonowych byta ¢isza w obecno-
sci bakterii heterotroficznyciThiosphaera pantotropha niz w obecnéci bakterii
autotroficznychNitrosomonas europaea. Badania prowadzone réwnoénée dla
Nitrosomonas europaea i Thiosphaera pantotropha w hodowlach cgtych wyka-
zaly, ze bakterieThiosphaera pantotropha, przy niskich sfzeniach rozpuszczone-
go tlenu oraz wysokich waroach stosunku C/N, magzybciej asymilowaazot
amonowy nk Nitrosomonas europaea. Dla niskich wartéci ilorazu C/N heterotro-
ficzna nitryfikacja nie odgrywa istotnej roli [11§zybka¢ nitryfikacji prowadzo-
nej przez drobnoustroje heterotroficzne jest mméejed szybkéci tego procesu
prow(r;ldzonej przez bakterie autotroficzneziéa ta maee by w zakresie od 10
do 10 [8].

Castignetti i Hollocher [6] stwierdzilize Alcaligenes faecalis ma zdolné¢
utleniania azotu organicznego do azotanow(lll) ndigzu zawieragcym oksym
pirogronianu. Papen i inni [7] wykazalie bakterieAlcaligenes faecalis map
zdolnas¢ produkcji jonu azotanowego(lll) i (V), jak réwrignacznych iléci NO
i N>O. Ponadto autorzy wykazalie ilos¢ produkowanego jonu azotanowego(lll)
przez te bakterie byta siaokrotnie wieksza w poroéwnaniu z ikgig tych jonéw,
gdy stosowano inne heterotroficzne nitryfikantyo Jonni [12], prowadzac bada-
nia w tlenowych testach porcjowych przy wddostosunku C/N rownym 10, wy-
znaczyli szybké& usuwania azotu amonowego na poziomie dla wyizoh@jvpo-
pulacji Alcaligenes faecalis no. 4.

Celem bada byto poréwnanie podstawowych parametrow opisygh prze-
bieg procesu nitryfikacji z wykorzystaniem osadyrorego zaszczepionego lub
nie heterotroficznymi nitryfikantanfl caligenes faecalis.

1. Materiaty i metody

Badania prowadzono z wykorzystaniem szczéypcaligenes faecalis PCM
2223 pochodgeego z kolekcji mikroorganizméw Instytutu ImmunalogTerapii
Doswiadczalnej. Bakterie, ktore otrzymano w formiefilizatu, namnaano na
podiaru statym agarowym. Naginie wyroste kolonie przeniesiono na agar
odzywczy. Z wyrostych kolonii uzyskano zawiegibakterii Alcaligenes faecalis.
Hodowk bakterii prowadzono w temperaturze 28°C. Licz&brmakterii okrélono
metod; ptytkowa Kocha.

Materialem do badabyt osad czynny pochogley z Miejskiej Oczyszczalni
Sciekéw w Czstochowie. Osad czynny adaptowano przez 20 dnimpéeaturze
17+2°C. Osad ten okresowo zasilafmekami syntetycznymi przy 24 h czasie za-
trzymania.

Proces oczyszczanigciekow prowadzono w dwéch réwnolegle pracych
reaktorach SBR o pojemfm czynnej 2 drkazdy. Pojedynczy reaktor midted-
nice D = 14 cm oraz wysoké H = 26 cm.Scieki surowe do reaktoréw dozowano,
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wykorzystupc pompk perystaltyczn. Osad czynny napowietrzano przyyaiu
pomy przeponowej oraz mieszano za pognoeszadet mechanicznych. Cykl pra-
cy SBR-6w wynosit 8 godzin. Czas pracy poszczegdinfaz SBR-6w wynosit
odpowiednio: napetnianie i mieszanie - 2 h, napteémie - 4 h, sedymentacja -
1 h, dekantacja - 0,5 h, przestoj - 0,5 h. Przeogiay czs$¢ doby osad napowie-
trzano.

W reaktorze dalej oznaczanym R osad czynny zasmrreppakteriamiAlcali-
genes faecalis. Do reaktora R wprowadzono zawiesibakterii w dawce 1,80’
kom./cn?. Osad czynny w reaktorze K stanowit prélifontrolrs.

Oczyszczaniu poddawarigieki syntetyczne o charakterze bytowo-gospodar-
czym (dalej nazywandciekami surowymi) o nagpujacym sktadzie: pepton -
110 mg, bulion - 110 mg, #KPO, - 28 mg, NaCl - 7 mg, CaCl2 H,O - 4 mg,
MgSO, 7 HO - 2 mg, CHN,O - 20 mg, NHCI - 10 mg, woda wodoggowa -

1 dn?. W celu uzyskania wzrasi@ego obcizenia substratowego osadu czynnego
I uwzgledniajac stosunek ChZT/Q, w sciekach zw¢kszano udziat odpowiednio
substratow organicznych i mineralnych.

W sciekach surowych i oczyszczonych wykonywano ¢magice oznacze-
nia: ChZT, azotu azotanowego(lll) i (V), ogdlneggelkahla oraz amonowego.
W reaktorach oznaczanoegtnie zawiesin ogélnych oraz tlenu rozpuszczonego
[13, 14].

W pracy przemiany zwekéw azotu oceniano rowrriena podstawie szybkoi
nitryfikaciji vy i v, [15]. Szybkdé nitryfikacji v, wyrazono jako il@gé azotu azota-
nowego(lll) i (V) powstajca w procesie oczyszczanigiekow w odniesieniu do
czasu napowietrzanigiekOw zgodnie ze wzorem:

_ANN05+NO§ N/m®-h 1
vy =————>, g Nfm~ (1)

Szybkaé nitryfikacji v, wyrazono natomiast jako ik azotu azotanowego(V)
powstajcag W procesie oczyszczandaiekdw w odniesieniu do czasu napowietrza-
nia sciekOw:

ANNog )
v, = , g N-NO;/ m?-h (2)

ANN05+Nog - sumaryczna il& azotu azotanowego(lll) i (V) powstata po proeesi

oczyszczanidciekdw, mg/dm,

ANN%_ - illos¢ azotu azotanowego(V) powstata po procesie oczgsiazcie-
kéw, mg/dni,
T - czas napowietrzanigiekow, h.

Istotnci¢ réznic miedzy srednimi wart@ciami szybkdci nitryfikacji vy i v,
w reaktorze badawczym R i kontrolnym K oo za pomog testut-Sudenta.
Obliczenia statystyczne dla tych wieskdowykonano w programie STATISTICA.
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2. Przebieg badan

Proces oczyszczaniéciekbw prowadzono w temperaturze +17C w taki
sposob, aby utrzymywawiek osadu na poziomie 19 dni. Badania prowadzono
w warunkach niekorzystnych dla autotroficznych yiikantow przy wysokim
stosunku ChZT/ly dlasciekéw surowych, ktory utrzymywano na poziomiet11l
Zwiekszano rownig obchzenie osadu czynnego fadunkiem zanieczysrzome
granicach od 0,16 do 0,49 g ChZT/g s.m.-d.

Wartai¢ pozostatych parametréw orazzsnia zanieczyszcaew sciekach su-
rowych podano w tabelach 1 i 2.

Tabela 1Parametry procesu oczyszczanigciekdw
Table 1.The process parameters of wastewater treatment

Reaktor
Parametr
R K
Stezenie osadu czynnego w reaktorze, gfdm 2,0:3,1 2,0+3,2
Obciazenie reaktora tadunkiem zanieczyszgzg ChZT/nd-d 363-1184

Obciazenie osadu czynnego tadunkiem zanieczysrcze

g ChzT/g s.m.-d 0,16+0,49| 0,16+0,47

Wiek osadu, d 19
Temperatura procestC 17+2

Stezenie tlenu rozpuszczonego w komorze, mio@ 2
ChZT/Ng; 11+1

R - reaktor, w ktérym osad czynny zaszczepiono bakigirhl caligenes faecalis
K - reaktor kontrolny

Tabela 2 Wskazniki zanieczyszczé w $ciekach surowych
Table 2. The contaminations concentration of raw sewage

Wskaznik Zakres wartgci
ChZT, mg Q/dn? 242:792
Azot organiczny, mg Ngjdrrﬁ 12,5-57,2
Azot Kjeldahla, mg N/dm® 24,1717
Azot amonowy, mg N-Ngi/dm® 11,6:19,9
Azot azotanowy(lll), mg N-N@/dnt 0,01:0,08
Azot azotanowy(V), mg N-N©/dnv 0,69:1,01

Wyniki badan

Stopieér usunécia zwizkow organicznych wyranych wskanikiem ChzZT
w obydwu reaktorach (R - badawczym i K - kontraiybyt wysoki i wahat si
w zakresie od 80 do 89% (tab. 3).
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W kazdym kolejnym dniu pomiarowym badadnotowano risze s¢zenia azo-
tu amonowego i organicznego w reaktorze badawczym godrownaniu z reakto-

rem kontrolnym K(rys. 1a).

Stezenie azotu amonowego na odptywie z reaktora R zai@si w granicach
od 2,1 do 3,3 mg N-NF/dn?, a z reaktora K w zakresie od 2,4 do 4,0 mg
N-NH,"/dn?. Skzenie azotu organicznego natomiast svile sie kolejno w grani-
cach od 0,6 do 4,6 mg,N/dnT w reaktorze R oraz od 0,6 do 6,9 mgydnT w

reaktorze K (rys. 1a).

Tabela 3.Stopien usuniecia ChZT oraz azotu organicznego i Kjeldahla w kolajych dniach

badan

Table 3. The removal efficiency of COD and organic and Kjeldhl nitrogen in subsegment days

of experiment

Stopieh usunicia, % Kolejny dziei bada
0,
& & 1 4 6 9 | 11| 13] 15| 18
R 81 84 8% 83 8% 8¢ 87 85
ChzT
K 8C 84 8€ 83 8€ 88 88 85
Azotu organicznegd R 95‘f 91% 88,6 | 90,6 | 92, 96,:- 90,6 | 93,C
K 95,2 87,2 82,4 83,¢ 84, 91,2 86,1 | 88,1
Azotu R 87,1 | 89, | 89,1 | 88,7 | 89, | 93,2 | 88,1 |88,
Kjeldahle K 87,6 | 86,6 | 81¢ | 81,z | 83,2 | 88,6 | 83, |82,

R - reaktor, w ktérym osad czynny zaszczepiono bakigirhl caligenes faecalis

K - reaktor kontrolny
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zanieczyszczen, gChZT/gey, d zanieczyszezen, gChZT/gy, d
14 6 9 11 13 15 18 14 6 9 11 13 15 18
Kolejny dzien badan Kolejny dzien badan

R - reaktor, w ktdrym osad czynny zaszczepiono baktar caligenes faecalis

K - reaktor kontrolny

Rys. 1. Zmiany a) azotu Kjeldahla oraz b) azotu azanowego(lll) i (V) w zaleznosci od obch-
zenia substratowego osadu czynnego w kolejnych dniabadan

Fig. 1. Changes of the concentrations of a) Kjelddmitrogen and b) nitrite and nitrate de-
pending of activated sludge load in subsegment dag$ experiment
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Tendencja zmian aten azotu amonowego oraz organicznego (oznaczonych ja-
ko azot Kjeldahla) byta podobna w reaktorze, gdaad czynny zaszczepiono bak-
teriami Alcaligenes faecalis, jak tez w reaktorze kontrolnym. Jednak efektywéo
usuwania tych zvwaizkow azotu byta wiksza w reaktorze badawczym.

Od czwartego dnia badlastopieéd usunécia azotu organicznego w reaktorze R
utrzymywat s¢ w granicach od 87 do 96%, a w reaktorze K od 821%. Stopié
usunecia zwhzkOéw azotu wyrzonych wskanikiem azotu Kjeldahla natomiast
miescit si¢ w zakresie od 88 do 93% w reaktorze R oraz od#3&8786 w reaktorze
K. Kolejno dla osadu czynnego zaszczepionego vaméshiu z niezaszczepionym
stopiei usunécia zwihzkOw azotu byt wyszy: o 4 do okoto 8% dla azotu orga-
nicznego oraz o 3 do okoto 7% w przypadku azotudsjgla (tab. 3).

Stosunkowo niskie stenie azotu amonowego paej 5 mg/dmi $wiadczy
o tym, ze szybkd¢ | fazy procesu nitryfikacji byta podobna zarownor@aktorze
R, jak i K. W obu reaktorach obserwowano hamowamteyfikacji Il fazy -

w reaktorze kontrolnym od 11 dnia bad&raz w reaktorze, w ktérym osad czynny
zaszczepiono bakteriami caligenes faecalis od 13 dniaSwiadczy o tym wzrost
stezenia azotu azotanowego(lll) w odptywie (rys. 1b).

Na rysunkach 2a i b pokazano dobowe zmiany szdbkaitryfikacji vi i v,
obliczonej zgodnie ze wzorami (1) i (2) w kolejhydniach bada W kazdym ko-
lejnym dniu pomiarowym odnotowano wsze wartéci szybkaci nitryfikacji v,

i v, dla osadu czynnego zaszczepionego bakteriamiigésads faecalis w porow-
naniu z osadem niezaszczepionym.

a) b)

14 | =Reaktor badawczy R

14 | =Reaktor badawczy R
Reaktor kontrolny K

Reaktor kontrolny K

]
P

Szybkos¢ nitryfikacji v,, gN/m3-h
Szybkos¢ nitryfikacji v,, gN-NO5/m?3:h

9
Kolejny dzien badan “Ip = 0.996 Kolejny dziefi badan  ["x); =0 go7

*p - prawdopodobigstwo (wyliczone testert-Sudenta) dla hipotezy,ze istnieje rénica
srednich pomgdzy reaktorem badawczym R a reaktorem kontrolnym K

Rys. 2. Szybké¢ nitryfikacji: @) v 1 i b) v w procesie oczyszczanigciekow w kolejnych dniach
badai

Fig. 2. The nitrification rate: a) v; and b) » in the sewage treatment process in subsegment
days of measurement
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Réznice szybkeéci nitryfikacji v, i v, miedzy reaktorem R, w ktérym osad
czynny zaszczepiono heterotroficznymi nitryfikantasmporéwnaniu z reaktorem
kontrolnym g niewielkie, jednake analiza statystyczna dla pomiaréw sparowa-
nych wykonana testetaSudenta wykazata,ze r@nice te § znamienne. Prawdo-
podobigistwo wysgpienia r@nicy miedzy reaktorem R i K dla szybka nitryfi-
kacji v; wynosi 0,996, natomiast w przypadku szyakanitryfikacji v, - 0,997.
Oznacza toze przemiany zwizkOw azotu przebiegaly efektywniej w reaktorze,
w ktérym osad czynny zaszczepiono bakteriAtoaligenes faecalis (rys. 2a i 2b).

Nalezy zaznacz§ rowniez, ze stzenie zawiesin utrzymywalo eina tym
samym poziomie w obu reaktorach. Oznaczae¢oywprowadzenie bakterAlcali-
genes faecalis nie wplyreto na wzrost stzenia biomasy w reaktorze R w poréwna-
niu z reaktorem K (tab. 1).

Podsumowanie i wnioski

W przedstawionych badaniach pegdj prole zbadania, czy zaszczepienie osadu
czynnego heterotroficznymi nitryfikantarmlcaligenes faecalis wptynie korzystnie
na przemiany zvazkOw azotu w procesie oczyszczastéekow. Naley podkre-
li¢, ze istniep doniesienia literaturowéwiadczice o wysokiej zdolnézi usuwania
amoniaku wiénie przez bakteriélcaligenes faecalis [16-18]. Ze wzgédu na toze
nitryfikacja heterotroficzna obserwowana jest pmysokim stosunku zvgzkow
organicznych do azotu [9, 19], badania przeprowadzdia sciekdw, w ktorych
proporcg miedzy zawartécia zwigzkéw organicznych wyranych wskanikiem
ChZT a azotem Kjeldahla utrzymywano na poziomig111

W przeprowadzonych badaniach obserwowaneoprzemiany zwizkOw azotu
przebiegatly efektywniej w reaktorze, w ktérym osaynny zaszczepiono bakte-
riami Alcaligenes faecalis, w poréwnaniu z reaktorem kontrolnym. Ustaié azotu
organicznego w reaktorze badawczym, w ktorym ogadrty zaszczepiono bakte-
riami, bylo wyzsze o 4 do okoto 8% oraz azotu Kjeldahla o 3 dd@mkéo w po-
rownaniu z reaktorem kontrolnym. Potwierdzenienemstywniejszych przemian
zwigzkdéw azotu w reaktorze, w ktorym osad czynny zaszaicno heterotro-
ficznymi nitryfikantami jest rownie wyzsza szybké&t nitryfikacji vi i vo w tym
reaktorze w poréwnaniu z reaktorem kontrolnym. @lysevane rénice szybkeci
nitryfikacji sa stosunkowo niewielkie radzy reaktorem z osadem czynnym za-
szczepionym i niezaszczepionym. Jedeaknaliza wykonana testetyBudenta
wykazata,ze r&nice te § znamienne, co oznaczz przemiany zwizkdw azotu
przebiegaly efektywniej w reaktorze, w ktérym osagnny zaszczepiono hetero-
troficznymi nitryfikantamiAl caligenes faecalis.

Warto zwrdcé uwag na pra¢ Bernat i Wojnowskiej-Baryty [20], ktére, pro-
wadzic badania dotyeze efektywnéci nitryfikacji w reaktorze okresowym przy
zmiennym stosunku LKT/} w sciekach, obserwowaty wzrost spravioionitryfi-
kacji z 70 do 90%, pomimae udziat autotroficznych nitryfikantbw w osadzie
czynnym zmniejszyt giz 16 do 5,3%. Autorki wskazatye wzrost efektywnszi
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nitryfikacji mozna whzaé ze wzrostem aktywr$gi mikroorganizméw heterotro-
ficznych.

Na podstawie powsszych bada dla sciekow charakteryzggych seé stosun-
kiem ChZT/N; na poziomie 1t1, jak rownig przeprowadzonych wcgeiej dla
stosunku ChZT/l rownego okoto 8,2 [21] nie mna jednoznacznie stwierdzi
zasadnéci zaszczepiania osadu czynnego heterotroficznymyjfikantami Alcali-
genes faecalis.

Podziekowania

Badania zrealizowano w ramach badar statutowych BS-PB-401/301/12.
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The Use of Alcaligenes Faecalis Bacteria in Wastewater Treatment
with Activated Sludge

In the present investigation we have studied the ffctiveness of organic and ammonia
nitrogen removal using activated sludge aided by lwderia Alcaligenes faecalis able to carry
out heterotrophic nitrification. The experiments wee performed at a temperature 1&2°C in
two simultaneously operating laboratory sequencingatch reactors. The transformation of
nitrogen compounds by non-inoculated activated slugke (control reactor) and activated
sludge inoculated with heterotrophic nitrifier was examined. The research was realized
keeping COD/TKN value of 1#1 and the loading of activated sludge in the ranggom 0.16
to 0.49 g COD/g MLSS-d. It was observed that theiglination of organic nitrogen for reac-
tor with activated sludge inoculated with bacteriaAlcaligenes faecalis was higher from 4 to
8% compared with control reactor. In this reactor there was also obtained a higher rate of
nitrification. The resulting differences in the rate of nitrification are relatively small for re-
actor with inoculated activated sludge compared wit non-inoculated. However, the analysis
performed with t-test showed that these differenceare significant. This means that the ni-
trogen compounds transformations were more effectey for activated sludge inoculated
withheterotrophic nitrifiers Alcaligenes faecalis.

Keywords: heterotrophic nitrification, Alcaligenes faecalis, activated sludge



