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Ilościowe zmiany WWA w osadach  

i cieczach nadosadowych podczas fermentacji prowadzonej 

w warunkach denitryfikacji  

Przedstawiono wyniki badań zmian ilościowych WWA w osadach ściekowych i cie-

czach nadosadowych podczas fermentacji osadów w warunkach redukcji azotanów. W ba-

daniach wykorzystano osady surowe i przefermentowane z miejskiej oczyszczalni ścieków, 

do której wprowadza się do oczyszczania ścieki bytowe oraz przemysłowe. Osady wymie-

szano i inkubowano w ciemności w temperaturze 36ºC. W celu zapewnienia warunków de-

nitryfikacji do osadów wprowadzono NaNO3. Równolegle, w takich samych warunkach 

jak fermentacja, prowadzono badania z osadami, w których zahamowano aktywność mi-

kroorganizmów. Analizowano WWA przed inkubacją, po 8 dobach oraz po 22 dobach. Ilo-

ściowo określono stężenia 2-, 3- oraz 4-pierścieniowych WWA (rekomendowanych przez 

EPA) z wykorzystaniem zestawu chromatograf gazowy - spektrometr masowy. Oznaczenia 

WWA prowadzono równolegle w osadach (w fazie stałej) oraz w cieczach nadosadowych. 

Po 22 dobach fermentacji zanotowano zmiany ilościowe WWA w osadach i w cieczach. 

Podczas hydrolizy złożonych związków organicznych (wstępna faza procesu) w osadach 

kontrolnych odnotowano wzrost stężenia sumarycznego (szczególnie naftalenu  

i 3-pierścieniowych WWA). Efektywność usuwania poszczególnych związków była zróżni-

cowana. Po 22 dobach inkubacji stężenie 10 WWA w osadach obniżyło się o 22% w wa-

runkach denitryfikacji, natomiast  zawartość badanych WWA w osadach kontrolnych była 

większa od początkowej. W cieczach nadosadowych stężenie WWA było mniejsze o 31%  

w warunkach redukujących azotany.  Udział procesów  abiotycznych w usuwaniu WWA 

w cieczach był znaczący. W cieczach wydzielonych znad osadów, w których zahamowano 

aktywność mikroorganizmów, spadek stężenia sumarycznego WWA wynosił 47% w po-

równaniu ze stężeniem początkowym.  

Słowa kluczowe: WWA, osady ściekowe, GC-MS, warunki denitryfikacji  

Wstęp 

Wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne (WWA), chociaż zaliczane są 

do ksenobiotyków, to w pewnych warunkach mogą ulegać degradacji. Węglowo-

dory o mniejszej ilości pierścieni łatwiej ulegają przemianom niż związki wielko-

cząsteczkowe. Na szybkość rozkładu WWA ma wpływ, między innymi, obec-

ność tlenu. Ocenia się jednak, że w warunkach beztlenowych szybkość rozkładu 

tych związków może być nawet 100-krotnie mniejsza niż w warunkach tleno-

wych [1-3]. WWA podczas oczyszczania ścieków kumulują się w osadach ście-

kowych, gdyż wykazują powinowactwo do cząstek stałych [4].  Obecność WWA 

potwierdzono w osadach ściekowych zarówno surowych, jak i ustabilizowanych 

[5-7]. Po fermentacji zwykle obserwowano zwiększone stężenia WWA w osa-
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dach, zwłaszcza węglowodorów małocząsteczkowych [8, 9]. Wcześniejsze bada-

nia wykazały, że podczas fermentacji, a szczególnie w fazie hydrolizy substratu 

organicznego, może następować uwalnianie tych WWA do cieczy nadosadowych 

[10]. Badania przemian WWA w osadach poddawanych fermentacji w różnych 

warunkach utleniająco-redukujących opisane w literaturze nie są kompletne i wy-

niki często nie są jednoznaczne [11, 12]. Ponieważ w warunkach fermentacji me-

tanowej bierze udział mieszana populacja mikroorganizmów, zbadanie udziału 

poszczególnych grup bakterii w procesie rozkładu WWA może przyczynić się do 

określenia odpowiednich parametrów procesu, zapewniających skuteczne usuwa-

nie tych zanieczyszczeń. Udział poszczególnych populacji bakterii można uzy-

skać poprzez zapewnienie im określonych warunków rozwoju. W literaturze bra-

kuje badań, w których analizowano równocześnie zmiany WWA w cieczach 

i w fazie stałej, w warunkach redukujących azotany oraz przy zahamowanej ak-

tywności mikroorganizmów. Należy podkreślić, że stężenia w osadach podaje się 

w odniesieniu do suchej masy, pomijając zawartość tych związków w cieczach 

nadosadowych. Celem badań było porównanie zmian ilościowych WWA w osa-

dach i cieczach podczas procesu fermentacji metanowej w obecności azotanów 

oraz podczas przechowywania osadów w warunkach odpowiadających fermenta-

cji przy zahamowaniu aktywności mikroorganizmów.     

1. Materiały i metody badań 

1.1. Badane substraty 

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem osadów z miejskiej oczyszczalni 

ścieków. Przeróbka osadów jest realizowana w procesie dwustopniowej fermen-

tacji w zamkniętej i otwartej komorze fermentacji. Do badań pobrano dwie porcje 

osadów: surowy i przefermentowany. Osady surowe pochodziły z części mecha-

nicznej oczyszczalni i zostały pobrane z zagęszczacza osadnika wstępnego. Osa-

dy przefermentowane pochodziły z odpływu  zamkniętej komory fermentacji. Te 

drugie osady stanowiły materiał zaszczepiający osady mikroflorą fermentacyjną. 

Próbki osadów pobrano losowo z miejskiej oczyszczalni ścieków jako jednora-

zowe. Osady wymieszano w proporcji objętościowej 1:10 odpowiednio osad su-

rowy: osad przefermentowany. Wymieszane osady wstępnie scharakteryzowano, 

wykonując oznaczenia wilgotności oraz zawartości związków organicznych 

w fazie stałej, a także pomiaru pH i oznaczeniu zasadowości i lotnych kwasów 

tłuszczowych cieczy nadosadowej. Zmierzono także potencjał utleniająco-

-redukcyjny oraz zawartość azotu azotanowego zgodnie z metodyką podawaną 

przez Hermanowicza i innych [13]. Wilgotność zmieszanych osadów wynosiła 

97%, a pH - 7,8. Zawartość związków organicznych w osadach była na poziomie 

60% suchej masy. Zawartość lotnych kwasów tłuszczowych wynosiła 5,0 mval/l, 

a zasadowość była na poziomie 32÷34 mval/l. Stężenie azotu azotanowego było 

na poziomie 2 mg/l, natomiast po wprowadzeniu azotanów wzrosło do 6 g/l. Po-

tencjał redox osadów zmieszanych wynosił –38 mV.  
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Ze zmieszanych osadów przygotowano następujące próbki:  

− osady z dodatkiem azotanu sodu (NaNO3) w ilości 6 g/l w celu intensyfikacji 

rozwoju bakterii denitryfikacyjnych prowadzących proces redukcji azotanów,  

− osady z dodatkiem azydku sodu (NaN3) w ilości 0,7 g/l w celu dezaktywacji 

mikroorganizmów [11, 14] 

− osady kontrolne.   

1.2. Przebieg badań  

Badania fermentacji prowadzono w warunkach laboratoryjnych. Do prowa-

dzenia fermentacji przygotowano  sześć bioreaktorów o pojemności 5 litrów, do 

których wprowadzono ww. mieszaniny (w dwóch powtórzeniach). Bioreaktory 

przechowywano w termostacie w stałej temperaturze wynoszącej 36°C przez 22 

dni. Codziennie wykonywano pomiar ciśnienia biogazu. Uwzględniając ciśnienie 

atmosferyczne, wyliczono objętość powstającego biogazu według prawa Boyle’a-

-Mariotta.  Osady przeanalizowano, wykonując oznaczenia fizyczno-chemiczne: 

przed inkubacją  i po 22 dobach fermentacji [13]. Analizę ilościową WWA pro-

wadzono równolegle w osadach i cieczach nadosadowych trzykrotnie: przed fer-

mentacją, po 8 dobach inkubacji oraz po 22 dobach fermentacji.   

1.3. Metodyka oznaczania mikrozanieczyszczeń 

Oznaczenia WWA wykonywano z wykorzystaniem chromatografu gazowego 

sprzężonego ze spektrometrem masowym. Przygotowanie próbek polegało na 

ekstrakcji z użyciem  mieszaniny rozpuszczalników: cykloheksanu (polarność - 

0,0) i dichlorometanu (polarność - 3,7) w proporcji objętościowej odpowiednio 

5:1. Ekstrakcję prowadzono podczas sonifikacji w płuczce ultradźwiękowej. Od-

dzielenie rozpuszczalników odbywało się poprzez odwirowanie w wirówce labo-

ratoryjnej. Ekstrakty oczyszczano na żelu krzemionkowym w warunkach próż-

niowych.  Oczyszczone ekstrakty zatężano w strumieniu azotu do objętości 1 ml 

i następnie analizowano chromatograficznie. Analizę jakościowo-ilościową prze-

prowadzono z wykorzystaniem chromatografu gazowego Fisons z kolumną kapi-

larną DB-5 o długości 25 m, grubości filmu 25 μm. Ilościowo oznaczano 2-, 3- 

i 4-pierścieniowe węglowodory, które są na liście EPA. Były to: naftalen, ace-

naftylen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranten, piren, ben-

zo(a)antracen i chryzen. Spośród wymienionych węglowodorów w odniesieniu 

do dwóch ostatnich węglowodorów potwierdzono, że mają właściwości rako-

twórcze [14].  

Dla sprawdzenia procedury oznaczania WWA przyjętej w badaniach określo-

no odzyski standardowej mieszaniny WWA z osadów. W tym celu do próbki 

wymieszanych osadów wprowadzono mieszaninę standardową WWA Accu Stan-

dard Inc.USA i przeprowadzono oznaczanie jakościowo-ilościowe WWA zgod-

nie z procedurą opisaną wyżej. Odzyski standardowej mieszaniny WWA 
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(z uwzględnieniem początkowej zawartości w badanych materiałach) wahały się 

w granicach od 29% (naftalen) do 94% (piren). Wartość średnia (z uwzględnie-

niem najbardziej lotnego naftalenu) wynosiła 65% i mieściła się w zakresie opi-

sywanym w literaturze [7, 15].  

2. Wyniki badań i dyskusja 

Po 22 dobach trwania fermentacji wartość pH wynosiła 8,2. Stężenie LKT 

spadło do wartości 2,6 mval/l, uwodnienie wzrosło do 98,5%. Substancje orga-

niczne stanowiły 42% suchej masy. Wartość potencjału utleniająco-redukcyjnego 

była w zakresie od –380 do –350 mV. Objętość biogazu wynosiła 0,38÷0,4 l. Za-

notowano spadek stężenia azotanów do wartości 4 g/l oraz wzrost zasadowości 

do wartości 7 val/l, co świadczy o przebiegu procesu denitryfikacji.  

Zawartość  początkowa 10 WWA w osadach wynosiła średnio 726 µg/kg s.m. 

Stężenie naftalenu wynosiło 111 µg/kg s.m. Węglowodory 3-pierścieniowe sta-

nowiły 35% sumarycznej ilości badanych WWA. Stężenie 4-pierścieniowych by-

ło na poziomie 365 µg/kg s.m. Na rysunku 1 przedstawiono zmiany stężeń anali-

zowanych węglowodorów w osadach przed fermentacją, po 8 dobach jej trwania 

oraz po zakończeniu eksperymentu (po 22 dobach). Stężenie w osadach kontrol-

nych we wstępnej fazie fermentacji, czyli podczas hydrolizy złożonych związków 

organicznych, wzrosło dwukrotnie. Po 8 dobach zaobserwowano, że zawartość 

badanych węglowodorów przekroczyła 1400 µg/kg s.m. Większe stężenia WWA 

we wstępnej fazie fermentacji obserwowano już we wcześniejszych badaniach 

[10]. W opisywanym doświadczeniu odnotowano znaczący wzrost stężenia nafta-

lenu oraz 3-pierścieniowych związków. Stężenie naftalenu po 8 dobach fermen-

tacji wynosiło 358 µg/kg s.m. i utrzymało się na tym poziomie do 22 doby inku-

bacji. W końcowym etapie badań stężenie sumaryczne WWA wynosiło  

1349 µg/kg s.m. W tym przypadku odnotowano mniejsze stężenia acenaftylenu, 

acenaftenu i fluorenu, podczas gdy pozostałych węglowodorów były na poziomie 

podobnym jak po 8 dobach inkubacji.   

Przebieg zmian stężeń WWA w osadach poddawanych fermentacji w warun-

kach denitryfikacji był podobny do zmian stężenia analizowanych związków 

w osadach kontrolnych. Dodatek azotanów nie hamował uwalniania się WWA 

i w fazie hydrolizy również obserwowano większe stężenia WWA. Na rysunku 2 

przedstawiono zmiany stężenia poszczególnych związków podczas inkubacji. 

W końcowej fazie fermentacji odnotowano ubytek większości badanych węglo-

wodorów. Sumaryczne stężenie  końcowe było o 24% mniejsze od zanotowanego 

po 8 dobach. Końcowe stężenie ośmiu węglowodorów było na poziomie  

1043 µg/kg s.m. Możliwe jest zatem, że bakterie denitryfikacyjne, których rozwój 

wspomagano dodatkową ilością azotanów, mogą powodować rozkład WWA. Do-

tyczy to badanych węglowodorów z wyłączeniem acenaftylenu, antracenu i fluo-

rantenu,  których stężenia końcowe w osadach kontrolnych i z dodatkiem azota-

nów były na tym samym poziomie.   
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Rys. 1. Zmiany ilościowe WWA w osadach kontrolnych  

 

 
Rys. 2. Zmiany ilościowe WWA w osadach z dodatkiem azotanu(V) sodu 

 

W osadach, w których zahamowano aktywność mikroorganizmów (próbki 

z dodatkiem azydku sodu), zaobserwowano wahania stężenia sumarycznego ba-

danych związków. Końcowe sumaryczne stężenie 10 WWA wynosiło 640 µg/kg 

s.m. Na rysunku 3 przedstawiono przebieg zmian ilościowych badanych  

węglowodorów. W odniesieniu do zawartości początkowej sumaryczne stężenie 

końcowe było mniejsze o 12%. Największy ubytek, bo sięgający 57%, zanoto-

wano w przypadku benzo(a)antracenu i chryzenu. Są to węglowodory o najwięk-

szej, spośród badanych, wartości współczynnika podziału oktanol/woda, co  

świadczy o utrudniającej ekstrację silnej sorpcji tych związków na cząstkach sta-

łych. 
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Rys. 3. Zmiany ilościowe WWA w osadach z dodatkiem azydku sodu 

 

Sumaryczne stężenie początkowe WWA w cieczach nadosadowych wynosiło 

średnio 4,3 µg/l. Na rysunku 4 przedstawiono zmiany stężenia WWA w cieczach 

nadosadowych, jakie odnotowano podczas fermentacji. W próbce kontrolnej za-

obserwowano prawie 2-krotnie większe stężenie tych związków po 8 dobach in-

kubacji. Jak wykazano we wcześniejszych badaniach, węglowodory mogą uwal-

niać się do cieczy podczas fazy hydrolizy. Końcowe stężenie było o 30% większe 

od początkowego. W obecności azotanów jako akceptora elektronów stężenie 

sumaryczne  WWA w cieczach nadosadowych po 8 dobach fermentacji osadów 

wynosiło 7,5 µg/l (rys. 5). W końcowej fazie inkubacji nastąpił spadek stężenia 

WWA w cieczach. Stopień degradacji WWA w cieczach podczas fermentacji 

osadów wskazuje na to, że w cieczach w warunkach denitryfikacji ubytek sumy 

WWA wyniósł 31% w odniesieniu do stężenia początkowego i 60% w odniesie-

niu do stężenia po 8 dobach inkubacji. Potwierdza to możliwość degradacji bada-

nych WWA (z wyjątkiem acenaftylenu) przez bakterie denitryfikacyjne. Przebieg 

zmian ilościowych WWA w cieczach z dodatkiem azydku sodu przedstawiono na 

rysunku 6.  

 

 
Rys. 4. Zmiany ilościowe WWA w cieczach znad osadów kontrolnych 
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Rys. 5. Zmiany ilościowe WWA w cieczach nadosadowych z dodatkiem azotanu(V) sodu 

 

 
Rys. 6. Zmiany ilościowe WWA w cieczach nadosadowych z dodatkiem azydku sodu 

 
Gdy w osadach zahamowano aktywność mikroorganizmów, obserwowano 

stopniowe obniżanie stężeń badanych węglowodorów. Przyczyną tego najpraw-

dopodobniej były przemiany abiotyczne, takie jak: sorpcja na cząstkach stałych 

(odnotowano wzrost stężenia w fazie stałej po 8 dobach - rys. 3), reakcje z inny-

mi składnikami i powstawanie pochodnych, ulatnianie.  Końcowe stężenia bada-

nych WWA były o 47% mniejsze niż początkowe.  

Wnioski 

Na podstawie wyników przeprowadzonych badań w przyjętych warunkach 

doświadczenia można sformułować następujące wnioski: 

1. Podczas fermentacji w warunkach denitryfikacji zanotowano obniżenie stęże-

nia sumarycznego badanych WWA w fazie stałej o 24% w odniesieniu do  
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stężenia po 8 dobach procesu, podczas gdy w osadach kontrolnych stężenie 

WWA nie zmieniało się.  

2. Degradacja WWA w cieczach nadosadowych wynosiła 31% w warunkach de-

nitryfikacji (w kontrolnych próbkach nastąpił wzrost stężenia WWA o 30%). 

3. Gdy zahamowano aktywność mikroorganizmów, nastąpiło obniżenie stężenia 

WWA w osadach o 12% i w cieczach nadosadowych o 47% w porównaniu 

z zawartością początkową. 
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Quantity Changes of PAHs in Sewage Sludge and in Supernatants  

during Fermentation Process under Denitryfication Conditions  

The study expands on the changes of PAHs in sewage sludge and supernatants under 

nitrate reducing conditions as well as during anaerobic digestion. Raw and digested sludge 

samples used in the experiment were collected from a municipal wastewater treatment 

plant receiving both domestic and industrial effluents. Mixed sludge samples were incu-

bated in dark at 36ºC. As required for denitrification NaNO3 was added to the mixed 

sludge. For comparison abiotic samples with sodium azide were also prepared. PAHs con-

centration was determined before incubation, after 8 days and after 22 days of incubation. 

Qualification and quantification of 2-, 3- and 4-ring PAHs (according to EPA recommen-

dation) was carried out by gas chromatography - mass spectrometry. Determination of 

PAHs was done in sewage sludge and in supernatants simultaneously. Over 22 days of an-

aerobic digestion changes of PAH total concentration in both sewage sludge and superna-

tants were observed. During hydrolysis of organic compounds (first phase of fermentation) 

in the control samples (in sewage sludge and in supernatants) the increase in the concen-

tration of PAHs occurred (especially for naphthalene and 3-ring PAHs). The concentration 

changes of individual hydrocarbons were different. The sum of concentrations of 10 PAHs 

in sewage sludge was reduced by 22% on average under nitrate-reducing conditions after  

22 days. The concentration of PAHs in control samples of sewage sludge was higher than 

the initial concentration. In the supernatants the concentration of PAHs was reduced by 

31% on average under nitrate-reducing conditions.  The contribution of abiotic processes 

in the removal of PAHs in the supernatants was significant. In the samples with the inhib-

ited activity of microorganisms the decreases of PAHs concentration was equal 47%. 

Keywords:  PAHs, concentration, sewage sludge,  GC-MS, denitryfication conditions 

 


