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Spis skrotow

OZE — odnawialne zrddta energii

OD - gesto$¢ optyczna (ang. Optical density)

ChZT — chemiczne zapotrzebowanie tlenu

OWO - ogdlny wegiel organiczny

jtk — jednostki tworzace kolonie

Pog. — fosfor ogdlny

Nog. — azot ogdlny

NH;" — N — zapis zawarto$ci azotu wystepujacego w formie amonowej

NO3/NO,— N — zapis zawarto$ci azotu wystepujacego w formie azotanowej i
azotynowej

PO,> — P — zapis zawarto$ci fosforu wystepujacego w formie fosforanowej
Chlorella sorokiniana — Chlorella sorokiniana szczep SAG 211-8k

Konsorcjum ZTT-3 — mieszane konsorcjum bakteryjno-glonowe z przewaga
Chlorophyta

Konsorcjum SB — konsorcjum bakterii glebowych, sktadajace si¢ ze szczepow:
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium i Rhizobium radiobacter

Konsorcjum ZB-01 - tlenowa, bioréznorodna i biologicznie zréwnowazona
spoteczno$¢ bakterii, sktadajaca si¢ z wielu naturalnie wystepujacych szczepow
srodowiskowych, zdolnych do biodegradacji réznych trudno rozkladalnych
zwigzkow, wytworzona w Zaktadzie Biochemii KBRiB UR

Konsorcjum BLL - biordéznorodna wspdlnota autochtonicznych drobnoustrojow
amoniofilnych, wyodrebnionych przez grupg kierowana przez prof. Przemystawa
Malca z Wydziatu BBiB UJ

Konsorcjum DFMC — wytworzone na bazie mikroorganizmoéow autochtonicznych
wyizolowanych z cieczy po fermentacji wodorowej (ang. Dark Fermentation
Microbial Consortium)

Biogaz — mieszanina gazoéw powstajgca w procesie beztlenowej fermentacji
metanowej, sktadajaca si¢ glownie z metanu i dwutlenku wegla. Moze rowniez
zawiera¢ nieznaczne ilosci siarkowodoru, wodoru, wody, tlenku wegla oraz
siloksanow

VFAs — lotne (krotkotancuchowe) kwasy organiczne — (ang. Volatile fatty acids)
MGE — ruchome elementy genetyczne (ang. Mobile genetic elements)

HGT — horyzontalny transfer genow (ang. Horizontal gene transfer)

Stosunek C:N — stosunek zawartosci wegla do azotu w $ciekach

Staunsek C:N:P — stosunek zawartosci wegla do azotu do fosforu w $ciekach

WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

Fd — ferredoksyna
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PGPB - bakterie sprzyjajace wzrostowi roslin (ang. Plant Growth-Promoting
Bacteria)

MFC — mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (ang. Microbial fuel cell)

MEC — bioelektroliza (ang. Microbial electrolysis cell)

SVI - indeks osadowy Mohlmana

MALDI — TOF MS - technika diagnostyczna, pozwalajagcym na jednoznaczng
identyfikacj¢ drobnoustrojow dzieki analizie metodg spektrometrii masowe] z
wykorzystaniem desorpcji/jonizacji laserowej

TVFA — ogolna zawarto$¢ kwasow organicznych (ang. Total volatile fatty acids)
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1. Wstep

Odnawialne zrédta energii (OZE), w obliczu kurczacych si¢ zasobow paliw kopalnych
i wysokiego poziomu emisji CO, do atmosfery, sg niezwykle istotng alternatywg dla
wytwarzania energii z uzyciem paliw kopalnych. Do glownych powoddéw stosowania
odnawialnych zrodet energii naleza: potrzeba oszczedzania ograniczonych zasoboOw energii
nicodnawialnej oraz konieczno$¢ zmniejszenia emisji gazow cieplarnianych [Keerthana i in.
2022].

Obecnie uznaje si¢, ze jedng z najbardziej ekonomicznie efektywnych i zarazem
przyjaznych $rodowisku technologii wytwarzania energii jest produkcja biogazu [Wieland
2010]. Ponadto, nickwestionowang zaleta procesow produkcji biogazu jest fakt, iz jako
substrat do jego wytwarzania moga by¢ wykorzystywane ucigzliwe dla srodowiska odpady m.
in. z gospodarstw domowych, osadow pochodzacych z oczyszczalni $ciekow, odpaddéw
rolniczych oraz odpadéw z przemystu rolno-spozywczego [Bertowska i in. 2017].

Biogaz produkowany jest w wyniku rozkladu biomasy organicznej z wykorzystaniem
wyspecjalizowanych konsorcjéw mikroorganizméw. Proces przebiega w komorach
fermentacyjnych, w warunkach beztlenowych [Kunatsa i Xia 2022]. Sktad biogazu zalezy od
surowcow uzytych do jego produkcji i sklada si¢ glownie z dwutlenku wegla i metanu.
Latwopalny metan jest jego gtownym komponentem (50% — 85%) a takze zrodlem energii
[Sindhu i in. 2019]. Czgsto stosowanym podej$ciem jest oczyszczanie biogazu do czystosci
jaka powinien charakteryzowac si¢ biometan [Antosz i in. 2023].

W ostatnim czasie znaczaco ros$nie zainteresowanie produkcja i wykorzystywaniem
wodoru. Jest on bowiem uwazany za jeden z najbardziej ekologicznych nosnikow energii
[Looney 2020; Chatzimarkakis i in. 2021]. Stany Zjednoczone i kraje Unii Europejskiej
zobowigzaly si¢ do ustanowienia gospodarki energetycznej opartej] na H, pochodzacym ze
zrownowazonych lub odnawialnych zrodet [Departament Energii Stanéw USA 2020]. W
wyniku spalania wodoru lub wykorzystania go w ogniwie paliwowym wytwarzana jest para
wodna [Kadier 1 in. 2016]. Pozwala to znaczaco ograniczy¢ emisj¢ gazow cieplarnianych oraz
powstawanie kwasnych deszczy [Koztowski 2016]. Wodoér charakteryzuje si¢ ponadto
wysoka warto$cig opatowa [Dash i in. 2023].

Istnieje wiele sposobow produkcji biowodoru. Dobrze znanymi metodami jest
elektroliza wody, reforming parowy weglowodoréw i1 procesy autotermiczne. Procesy te
jednakze nie sg oplacalne. Mikrobiologiczna produkcja wodoru w procesie ciemnej
fermentacji jest rozwigzaniem przyjaznym dla srodowiska i energooszczednym, ktore ostatnio
zyskato duze zainteresowanie jako sposob skutecznego przeksztatcania odpadow
organicznych w wodor [Hu i in. 2013].

Pomimo niekwestionowanych korzysci ptynacych z wykorzystywania biogazu i
biowodoru, nalezy mierzy¢ si¢ z jedna niezwykle istotng kwestia, jaka jest odpowiednie
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zagospodarowanie odpadowej pulpy pofermentacyjnej, a w szczegolnosci jej uwodnionej
frakcji tzw. cieczy pofermentacyjnej. Sktad tych potencjalnie toksycznych odpadow jest
zmienny i wysoce uzalezniony od zastosowanych substratow [Sindhu i in. 2019]. Na
szczegbdlng uwage zashuguje jednakze wysoka zawarto$¢ substancji biogennych, zwlaszcza
zwigzkow azotu i fosforu, ktorych stezenia niejednokrotnie kilkaset razy przekraczajag normy
okreslone prawem. Obecno$¢ substancji biogennych w $rodowisku moze powodowac
niekorzystne zjawiska zarastania zbiornikow wodnych, czyli ich eutrofizacj¢, a to z kolei
powoduje zmniegjszenie biordznorodnosci flory i fauny autochtonicznej [Gilbert 2017].

W prawodawstwie polskim, produkty uboczne powstajace w wyniku produkcji
beztlenowego rozktadu odpadow zwierzecych i roslinnych zakwalifikowane sg jako odpad
[Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 9.12.2014 r.]. W zwiazku z powyzszym,
wprowadzenie cieczy pofermentacyjnych do $rodowiska wigze si¢ z koniecznoscia
przedsiewziecia odpowiednich dzialan, majacych na celu przede wszystkim obnizenie
zawartosci substancji toksycznych, eliminacj¢ substancji biogennych i zmniejszenie
obcigzenia zwigzkami wegla organicznego.

Przedtozona  praca  podejmuje  problematyke¢  zagospodarowania  cieczy
pofermentacyjnych powstatych w wyniku produkcji biogazu i biowodoru z wykorzystaniem
metod mikrobiologicznych. Do tej pory nie opracowano wystarczajaco skutecznych metod
oczyszczania Sciekow powstajacych podczas fermentacji metanowej, natomiast w przypadku
pofermentu towarzyszacego produkcji biowodoru brak jest w ogoéle rzetelnej dokumentacji
naukowej, dotyczacej utylizacji powstajacej cieczy odpadowe;.

W niniejszej pracy wykorzystano specjalistyczne narzgdzia powigzane z
bioremediacja w oczyszczaniu bardzo specyficznych $ciekow pochodzacych z biogazowni i
modelowych instalacji produkcji biogazu i biowodoru, ktoérych charakterystyczna cechg jest
duza zawarto$¢ biogenoéw 1 materii organicznej, stanowigcych powazne zagrozenie dla
srodowiska. Okreslono toksyczno$¢ odciekow wobec mikroorganizmoéw prokariotycznych i
eukariotycznych pochodzacych z réznych srodowisk, a takze wzglgdem drobnoustrojow
osadu czynnego. Przetestowano wariantowe biotechnologie, ktorych celem jest przyjazne
srodowisku zagospodarowanie cieczy pofermentacyjnych. Zaproponowano wykorzystanie
starannie dobranych mikroorganizmow: bakterii, mikroglonow, drozdzy i konsorcjow
mikrobiologicznych, ktorych aktywnos$ci biochemiczne pozwalaja na eliminacje zagrozen
wywotanych  powstawaniem odpadéw  poprodukcyjnych  biogazu i  biowodoru.
Przeprowadzone badania pozwolg zdefiniowa¢ sktad 1 zakres zmienno$ci cieczy
pofermentacyjnych oraz wskaza¢ Kierunki i mozliwosci oczyszczania tego typu odpadoéw w
warunkach przemystowych. Uzyskanie wyniki powinny tez przyczyni¢ si¢ do rozwinigcia
wspolpracy ze specjalistami z zakresu produkcji biopaliw, oczyszczalnictwa S$ciekow
przemystowych, a w koncowym rezultacie do opracowania i wdrozenia najkorzystniejszych
rozwigzan technologicznych.
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2. Przeglad literatury

2.1 Bioremediacja. Mikrobiologiczne unieszkodliwianie
Zanieczyszczen

Wzrastajacy poziom zanieczyszczen dostajagcych si¢ do s$rodowiska jest jednym z
najpowazniejszych wspodtczesnie wystepujacych probleméw ekologicznych [Marchut-
Mikotajczyk i in. 2013]. Ksenobiotyki, czyli substancje chemiczne, ktore pojawity si¢ w
srodowisku przyrodniczym w wyniku dzialalno$ci cztowieka, zazwyczaj sa szkodliwe dla
srodowiska oraz maja niekorzystny wpltyw na zdrowie czlowieka. Skutkami oddzialywania
czynnikow szkodliwych moga by¢ ubytki na zdrowiu objawiajace si¢ zwyrodnieniami tkanek,
zaburzeniami rozrodczymi, alergiami i zmianami nowotworowymi [Libudzisz Z. i in. 2013].
Konieczne staje si¢ zatem poszukiwanie skutecznych rozwigzan oczyszczania odpadow
przemystowych, przed ich przedostaniem si¢ do srodowiska. Jedng z najbardziej obiecujacych
strategii efektywnego unieszkodliwiania ksenobiotykéw jest wykorzystanie potencjatu
mikroorganizméw [Marchut-Mikotajczyk i in. 2013].

Drobnoustroje sa szeroko rozpowszechnione w biosferze, dzigcki wyjatkowe]
bior6znorodnosci rodzajow, gatunkow, szczepow, jak réwniez dzigki posiadaniu niezwyklej
zdolnos$ci do dostosowania swojego metabolizmu do zmiennych warunkow §rodowiskowych.
Niemal nieograniczony potencjal do przyswajania réznorodnych sktadnikow odzywczych
pozwala na ich szerokie wykorzystanie w bioremediacji zanieczyszczen [Waraczewska i in.
2018].

Bioremediacja polega na degradacji, usuwaniu, konwersji, immobilizacji lub detoksykacji
roznych substancji chemicznych 1 odpaddéw fizycznych ze §rodowiska dzigki dziataniu
bakterii, grzybow, glonéw lub roslin [Libudzisz i in. 2013] . Drobnoustroje zaangazowane sg
w ten proces poprzez swoje, w wielu przypadkach rzadkie i unikatowe, szlaki enzymatyczne,
dzigki ktorym utatwiajg przebieg reakcji biochemicznych prowadzacych do biologicznej
transformacji lub calkowitego rozktadu niepozadanych zanieczyszczen. Bioremediacja
zanieczyszczen moze przebiega¢ wydajnie tylko w okreslonych warunkach, umozliwiajacych
wytworzenie energii oraz pozyskanie sktadnikow odzywczych do budowy komorek
potomnych. Skuteczno$¢ bioremediacji zalezy od wielu czynnikdw: w tym charakteru
chemicznego 1 stezenia zanieczyszczen, ich biodostepnosci, a takze wlasciwosci
fizykochemicznych srodowiska [El Fantroussi i Agathos 2005; Patel i in. 2022].

W praktyce $srodowiskowe] wcigz duzy udziat majg metody fizyko-chemiczne, ktore
opierajag si¢ na zabiegach obejmujagcych mechaniczne usuwanie 1 magazynowanie
zanieczyszczen wystepujacych w skazonym $rodowisku, jak rowniez na technikach
chemicznych (utlenianie i redukcja, solidyfikacja, przemywanie, odmywanie), termicznych
(odparowanie, zeszklenie) i fizycznych (izolacja, elektrooczyszczanie) [Rolka i Szostek
2016]. W przeciwienstwie do wymienionych metod konwencjonalnych, bioremediacja jest
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wysoce zorganizowanym procesem, ktorego przewaga nad innymi metodami sa: wysoka
efektywnos¢, wzrost bior6znorodnosci po likwidacji zanieczyszczen oraz zapobieganie
dalszej ich kumulacji [Demnerova i in. 2005].

Wylaczajac niezaleznie definiowane 1 szeroko opisywane procesy fitoremediacji
[Antonkiewicz i Gworek 2023; Augustynowicz i in. 2013; Ashraf i in. 2010; Tsao i in. 2003;
Favas i in. 2014; Ali i in. 2013; Anjum i in. 2013; Mrozik i Piotrowska-Seget 2009]
hydrofitowe oczyszczanie wod i Sciekow [Gajewska i in. 2010], do mikrobiologicznych
bioremediatorow czyli drobnoustrojow o specyficznych wiasciwosciach fizjologicznych i
biochemicznych, odpowiedzialnych za prowadzenie procesu remediacji zanieczyszczonych
srodowisk, nalezg gléwnie bakterie, grzyby i archeony [Strong i Burgess 2008; Krzmarzick i
in. 2018]. Potencjal zastosowan metod bioremediacji jest ogromny i1 poszczegdlne
rozwigzania pozwalajg na oczyszczanie skazonych gleb, osadow dennych i przemystowych
oraz wod [Waraczewska i in. 2018; Supel i in. 2013; Mrozik i Piotrowska-Seget 2009; Maj i
Koszelnik 2016].

2.1.1 Bioremediacja jako korzystna alternatywa dla innych metod
oczyszczania

Wisréd korzysci wynikajacych ze stosowania metod biologicznej remediacji z uzyciem
drobnoustrojéw oraz ich konsorcjéw wymieni¢ mozna nastgpujace cechy:

e Jest to proces naturalny. Odpowiednio wyselekcjonowane drobnoustroje, zdolne do
degradacji danego zanieczyszczenia mogg zwiekszy¢ swoja liczebnos¢ wowczas, gdy
zanieczyszczenie jest obecne w ich Srodowisku. Kiedy zanieczyszczenie ulega
degradacji, populacja mikroorganizmow réwniez maleje. Pozostalosci po zakonczeniu
procesu to zwykle nieszkodliwe produkty, w tym woda, dwutlenek wegla 1 biomasa
komorkowa [Madison 2023].

e C(Czesto mozliwe jest przeprowadzenie procesu oczyszczania in situ. Eliminuje to
koniecznos¢ wywozenia duzej ilosci odpadow poza obszar, na ktorym nastgpito
zanieczyszczenie, co zmniejsza potencjalne zagrozenia dla zdrowia ludzkiego i
srodowiska, ktore moga powsta¢ podczas transportu, a nastgpnie na skutek
pojawiajacych si¢ odciekéw 1 migracji skazeh w nowym miejscu zdeponowania
[Madison 2023].

e Jest procesem efektywnym ekonomicznie, poniewaz wymaga mniejszego naktadu
kosztow 1 energii niz inne, konwencjonalne technologie stosowane do oczyszczania
odpadow niebezpiecznych. Szczegélne korzy$ci zwigzane s3a z projektami
oczyszczania  miejsc  zanieczyszczonych — weglowodorami  ropopochodnymi
[Namkoong i in. 2022].

e Jest to metoda prosta, nieinwazyjna, ekologiczna i fatwa w implementacji. Ponadto,
umozliwia prowadzenie biologicznej rekultywacji 1 rewitalizacji ekosystemow
obcigzonych wieloma rodzajami zanieczyszczen [Patel 1 in. 2022].
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2.1.2 Czynniki warunkujace skuteczno$¢ procesu bioremediacji

Bioremediacja moze by¢ skuteczna tylko tam, gdzie warunki srodowiskowe pozwalajg na
wzrost 1 aktywno$¢ drobnoustrojow, a mozliwos¢ jej zastosowania zazwyczaj wigze si¢ z
zabiegami optymalizujagcymi parametry Srodowiskowe tak, aby umozliwi¢ szybszy wzrost
drobnoustrojoéw i1 uzyskac jak najwyzszy stopien degradacji zanieczyszczen.

Sterowanie i optymalizacja proceséw bioremediacji jest ztozonym zagadnieniem, na ktére
sktada si¢ wiele czynnikéw biologicznych, a takze biotycznych i abiotycznych czynnikéw
srodowiskowych (ryc. 1). Obejmuja one: wystepowanie populacji drobnoustrojéw zdolnej do
rozktadu zanieczyszczen, stezenie 1 dostgpno$¢ zanieczyszczen dla metabolizujacych
komorek, jak rowniez czynniki Srodowiskowe, takie jak wlasciwosci zanieczyszczonego
mikrosrodowiska (np. rodzaj gleby, wody, $ciekow, osadow), temperatura, pH, potencjat
redoks rH, sita jonowa, obecnos$¢ tlenu lub innych akceptoréw elektronéw oraz sktadnikow
odzywczych i kometabolitow [Adams i in. 2015].

Czynniki
biologiczne

Dostepnosc
sktadnikow

Lokalizacja

.. skazenia
Obecnosc

jonoéw metali

Ryc. 1. Czynniki wplywajace na proces bioremediacji [opracowanie wlasne]

Szybkos¢ biologicznej degradacji zanieczyszczen jest czgsto zalezna od poczatkowej
liczebnos$ci organizmoéw zdolnych do metabolizowania danego zanieczyszczenia. Istotnym
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aspektem jest rowniez poziom ekspresji i aktywnosci enzymow wytwarzanych przez komorki
drobnoustrojow, ktore s odpowiedzialne za przeksztatcanie ksenobiotykow [Supel 2013].

Ponadto do gltownych czynnikéw biologicznych bioremediacji zaliczy¢é nalezy:
wystepowanie i czestos¢ mutacji, obecnos¢ ruchomych elementow genetycznych (MGE ang.
mobile genetic element), horyzontalny transfer genow (HGT ang. horizontal gene transfer),
oraz interakcje (konkurencja, sukcesja 1 drapieznictwo) pomiedzy poszczegdlnymi
sktadnikami aktywnej populacji drobnoustrojow, a takze wielkos$¢ 1 sktad (bioréznorodnosc)
dziatajacej biocenozy [Madhavi i Mohini 2012].

Przed przystagpieniem do procesu bioremediacji nalezy scharakteryzowa¢ wielko$¢ i
zasieg obszarowy zanieczyszczenia. Wysokie stezenia niektorych zanieczyszczen o
charakterze toksycznym moga mie¢ negatywne skutki dla mikroorganizmoéw i spowalniaé
proces bioremediacji. Stopien i mechanizmy toksyczno$ci réznig si¢ w zaleznosci od
konkretnych substancji toksycznych, ich koncentracji lokalnej 1 rodzaju narazonych na nie
drobnoustrojow [Madhavi i Mohini 2012].

Praca ta powinna obejmowac co najmniej nastepujace czynniki: pelne okreslenie
topologii: poziomego i pionowego zasiggu zanieczyszczenia, wyszczegolnienie parametrow i
miegjsc pobierania probek wraz z uzasadnieniem ich wyboru, opisanie metod, ktore maja by¢
uzyte do pobrania probek i analiz, jakie nalezy wykonac¢ [Kaszycki i in. 2013; Supel i in.
2013].

Sposrod  czynnikéw  fizycznych najwazniejszym  czynnikiem decydujagcym o
przezywalnosci aktywnych szczepoéw oraz ich potencjale metabolicznym i fizjologicznym jest
temperatura [Das i Chandran 2011; Brzeszcz 2016]. W chtodnych $rodowiskach, takich jak
Arktyka, degradacja ropy w wyniku naturalnych proceséw jest bardzo powolna, co jest
zwigzane z niska aktywnoscig drobnoustrojow. Temperatura wody ponizej zera w tym
regionie powoduje zamknigcie kanatéw transportowych w komorkach lub moze nawet
skutkowa¢ zamrozeniem cytoplazmy, czynigc w ten sposdb wigkszo$¢ drobnoustrojow
oleofilowych nieaktywnymi metabolicznie [Macaulay 2014]. Ponadto, enzymy katalizujace
poszczegolne etapy biodegradacji ksenobiotykéw charakteryzujg si¢ optymalng temperaturg
dziatania. Tak wigc, ogdlny poziom aktywnos$ci drobnoustrojow wzrasta wraz z temperaturg i
osigga maksimum w temperaturze optymalnej [Bisswander 2014].

Do prawidlowego rozwoju mikroorganizmy potrzebuja odpowiedniej wilgotnosci,
potencjatu redoks oraz pH. Wilgotnos¢ wpltywa na tempo metabolizmu zanieczyszczen,
poniewaz determinuje rodzaj i ilo§¢ dostepnych rozpuszczalnych materiatow oraz cisnienie
osmotyczne. Odczyn Srodowiska 1 potencjal redoks maja z kolei wptyw na aktywnos¢
metaboliczng drobnoustrojow, przez co w znaczym stopniu modyfikuja procesy usuwania
zanieczyszczen [Liu S. 1 in. 2019] . Biodegradacja moze zachodzi¢ w szerokim zakresie pH,
jednak wartos$ci w zakresie pH=6,5 — 8,5 s3 na ogdt uwazane za optymalne dla biodegradacji
w wigkszosci przypadkow [Podsiadto i Krzysko—Eupicka 2013].
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Pomimo, iz jony metali takich jak K, Ca, Mg, Na, niezbedne sg do prawidtowego
funkcjonowania drobnoustrojow, zbyt wysokie ich stgzenia moga hamowaé aktywnosc
metaboliczng komodrek poprzez wywotywanie negatywnego wptywu na funkcjonowanie i
synteze bialek oraz ich wigzanie do DNA [Szatmari i in. 2020].

Degradacja biologiczna moze odbywa¢ si¢ w warunkach tlenowych 1 beztlenowych,
jednakze tlen jest najkorzystniejszym koncowym akceptorem elektronow w procesach
oddechowych, a zatem dostgpnos¢ tlenu w wigkszosci przypadkow wzmaga metabolizm
ksenobiotykow [Macaulay i in. 2014; Rychlicki i Fafara 2006; Kaszycki i in. 2013].

W celu zwickszenia wydajnosci bioremediacji, czgsto stosuje sie¢ dodatek sktadnikéw
odzywczych (suplementacja) z zamierzeniem poprawy rownowagi sktadnikéw niezbgdnych
do wzrostu i zwigkszania liczebnosci drobnoustrojow, co przektada si¢ na szybkos$¢ i
skuteczno$¢ biologicznego rozktadu zanieczyszczen. Réwnowazenie proporcji sktadnikow
odzywczych, a zwlaszcza dostarczanie niezbednych substancji biogennych takich jak N i P,
moze poprawi¢ efektywnos$¢ biodegradacji poprzez optymalizacje stosunku C: N: P. Strategia
uzupetniania brakujacych sktadnikow pokarmowych do optymalnych ilosci jest jednym z
zabiegobw biostymulacji, bardzo korzystnie wptywajacych na aktywno$¢ metaboliczng
komorek, prowadzac do zwigkszenia tempa biodegradacji [Couto i in. 2014].

2.1.3 Bioremediacja w praktyce Srodowiskowej — rodzaje stosowanych
technologii

Bioremediacja obejmuje r6zne rodzaje technologii z wykorzystaniem drobnoustrojow.
Jeden z proponowanych podziatéw obejmuje trzy kategorie stosowanych metod:
bioremediacji naturalng, biostymulacje 1 bioaugumentacje.

Naturalna bioremediacja zwana tez bioatenuacja to eliminacja zanieczyszczen z
otoczenia bez integracji cztowieka. Wykorzystywane sg naturalnie przebiegajace w
srodowisku procesy, ktore moga obejmowac degradacje biologiczng (biodegradacja tlenowa 1
beztlenowa, przyswajanie zwigzkow przez rosliny 1 zwierzeta), zjawiska fizyczne (dyspersja,
rozcienczanie, dyfuzja, ulatnianie si¢, sorpcja/desorpcja) oraz reakcje chemiczne (wymiana
jonowa, tworzenie kompleksow, transformacja abiotyczna). Wada tego procesu jest czgsto
dhugi czas trwania i niska wydajno$¢ oczyszczania [Waraczewska i in. 2018].

Biostymulacja to rodzaj bioremediacji opierajacy si¢ Stworzeniu korzystnych
warunkow wzrostu i/lub ujawnienia pozadanej cechy. Istnieje wiele sposoboéw biostymulacji.
Jeden z nich polega na stymulowaniu aktywno$ci rodzimych mikroorganizmow
(drobnoustrojow autochtonicznych). Po pierwsze, poprzez dostarczanie sktadnikow
odzywczych, stymulatoréw wzrostu i pierwiastkéw §ladowych. Po drugie, zapewniajgc inne
wymagania srodowiskowe, takie jak odpowiednie pH, temperatura i tlen, aby przyspieszy¢
tempo i uruchomic¢ odpowiednie szlaki metaboliczne [Adams i in. 2015]. Kolejne polegaja m.
in. na aktywacji szlakow metabolicznych (indukcja/represja genow), kometabolizmie
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(podanie kometabolitu), zwickszeniu opornosci na ksenobiotyk (adaptacja), wymuszaniu
pionowego przeptywu wody wraz z nutrientami i powietrzem, zapewnieniu dostepu powietrza
(bioventing, aktywna aeracja), zabiegach agrotechnicznych (przeorywanie) [Rychlicki i
Fafara 2006].

Bioaugumentacja z kolei polega na wprowadzaniu do zanieczyszczonego miejsca
konsorcjéw mikroorganizméw allochtonicznych badz ich pojedynczych szczepow w celu
zwiekszenia ogolnej puli mikroorganizméw [Cycon 1 in. 2017]. Bioagumentacja stosowana
jest gdy bioréznorodno$¢ oraz liczba mikroorganizméw zdolnych do degradacji
zanieczyszczenia jest zbyt mata badz gdy toksyczno$¢ ksenobiotykow jest zbyt duza w
stosunku do drobnoustrojow rodzimych. Dodawane drobnoustroje (allochtoniczne) powinny
by¢ zdolne do szybkiego dziatania i tolerujace obecno$¢ potencjalnie toksycznych
ksenobiotykow oraz zmian $rodowiska [Mrozik 2016]. Powinny tez charakteryzowac si¢
niskim kosztem uzyskania, aby ich zastosowanie jako inoculéow (szczepionek
mikrobiologicznych) bylo mozliwe z ekonomicznego punktu widzenia. Metoda ta z
powodzeniem jest wykorzystywana do bioremediacji réznorodnych zanieczyszczen
[Dellagnezze i in. 2016; Kaszycki i in 2013; Kavamura i in. 2010; Hussain i in. 2017,
Rychlicki i Fafara 2006; Brzeszcz 2016; El Fantroussi i Agathos 2005].

Opisane wyzej metody prowadza do eliminacji zanieczyszczen na skutek wydajnej ich
biodegradacji. Jest to bardzo owocna i interesujaca opcja biologicznej rekultywacji i
likwidacji zanieczyszczen $rodowiskowych w wyniku aktywnosci mikrobiologiczne;.
Szybkos¢ degradacji niepozadanych substancji odpadowych, czgsto niebezpiecznych i
toksycznych, zalezna jest od potencjalu rodzimych mikroorganizméw, zaopatrzenia w
niezbgdne sktadniki pokarmowe oraz zewnetrznych warunkow abiotycznych. Podczas
podejmowania prac rewitalizacyjnych i rekultywacyjnych na obszarach zdegradowanych
antropogenicznie, dobor odpowiedniej metody: pozostawienie skazen do spontanicznej
bioremediacji naturalnej lub tez zastosowanie biostymulacji albo bioaugmentacji zalezy od
stopnia zanieczyszczenia, rodzaju ksenobiotykow, ich podatnosci na biodegradacje
warunkujacej tempo rozktadu oraz od jakosci rodzimej mikrobioty.

2.2 Zanieczyszczenia wod, eutrofizacja i czynniki zagrozen w
kontekscie dzialalnosci przemyslowej

Zanieczyszczenie wod obejmuje wszystkie niekorzystne zmiany ich wilasciwosci
fizycznych, chemicznych 1 biologicznych, ktére spowodowane s3 wprowadzeniem
nadmiernych ilosci substancji organicznych 1 nieorganicznych. Za podstawowe zrddto
zanieczyszczeh polskich wod uznaje sie $cieki przemystowe, miejskie Scieki komunalne, a
takze spltywy powierzchniowe z terenow nieskanalizowanych i rolniczych [Miksch i Sikora
2010; Raport NIK 2021].
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Na szczego6lng uwage zastuguja Scieki przemystowe, poniewaz ponad 83% ich ogodlnej
odprowadzanej objetosci powstaje jako wynik dziatalno$ci zaktadow ustugowych i
produkcyjnych [Watgga i in. 2009]. W konsekwencji aktywno$ci przemystowej, do wod
przedostaje si¢ szereg réznorodnych, niejednokrotnie toksycznych zanieczyszczen. Ich rodzaj,
a co za tym idzie zagrozenia $rodowiskowe, zalezg gtownie od specyfiki pracy
przedsigbiorstwa, z ktorego pochodza [Cui 1 in. 2023].

Scieki przemystowe zawieraja liczne zanieczyszczenia. Obejmuja one najczescie]
materie organiczng (w tym kwasy organiczne), metale ci¢zkie, zwigzki biogenne, detergenty,
surfaktanty czy wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA). Na szczegdlng
uwage zashuguja zwiazki azotu i fosforu (substancje biogenne), ktore, same powodujac
zagrozenia S$rodowiskowe, maja jednoczes$nie istotny wplyw na przebieg procesu
oczyszczania. Zwiazki te sg zazwyczaj dobrze rozpuszczalne, a wigc ich usuwanie poprzez
filtrowanie, sedymentacjg, flotacje czy inne techniki separacji substancji statych od cieczy jest
nieefektywne i nieekonomiczne [Henze 2008; Zhou 2023].

Obecno$¢ substancji biogennych w $rodowisku moze powodowaé zarastanie
zbiornikow wodnych, czyli ich eutrofizacj¢, a to z kolei powoduje zmniejszenie
biordéznorodnosci flory i fauny autochtonicznej [Gilbert 2017]. W mysl ustawy Prawo wodne
[Ustawa z 20 lipca 2017 r.] eutrofizacj¢ definiuje si¢ jako: ,,wzbogacanie wod biogenami, w
szczegolnosci zwigzkami azotu lub fosforu, powodujacymi przyspieszony wzrost glonow oraz
wyzszych form zycia roslinnego, w wyniku ktérego nastepuja niepozadane zakldcenia
biologicznych stosunkow w srodowisku wodnym oraz pogorszenie jakosci tych wod”.

Wody eutroficzne, a zwlaszcza jeziora (wody stojace) ulegaja degradacji. Wysokie
stezenia soli mineralnych, ktore prowadza do ekspansji glonow 1 powstawania mutu dennego,
sprawiaja, ze jezioro stopniowo wyptyca sig, a po pewnym czasie przeksztatca w torfowisko i
nastepnie ulega zanikowi. Ze wzglgedu na szybsze obumieranie tych $srodowisk wodnych,
jeziora eutroficzne na terenie Unii Europejskiej uznawane sg za siedliska przyrodnicze objete
ochrong. Taki stan wod powoduje tez, ze roslinno$¢ jezior eutroficznych jest uboga.
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Ryc. 2. Przyklady zbiornikéw wadd stojacych z widocznym skutkiem eutrofizacji
a. — c. Fot. wlasna, miejscowos¢ Sieborowice, pow. krakowski
d. Zrédlo: Alexandr Trubetskoy [CC BY-SA 3.0]

Obszary aktywno$ci gospodarczej, ktorych dziatalno$¢ skutkuje powstawaniem
eutrofizowanych $ciekéw to, przede wszystkim, przemyst cukierniczy [Khakimova 2022],
browarniczy [Song i in. 2020], mleczarski [Hajduk i in. 2016; Hu i in. 2021] oraz migsny
[Kwarciak-Koztowska i in. 2011; Tusseau-Vuillemin i in. 2001].

Powaznym zagrozeniem eutrofizacja srodowisk sg roéwniez odpady, ktore powstaja w
wyniku produkcji biogazu metodg fermentacji beztlenowej substancji organicznych.
Biometanizacji podlega¢ moga zaréwno produkty uboczne wczesniej wymienionych gatezi
przemyshu, jak i wiele innych surowcoéw, ktore sg pochodzenia przemystowego, rolniczego
(np. odpady biomasy, odpady produkcji roslinnej, odchody zwierzece) czy komunalnego
(odpady z terenéw zielonych, odpady kuchenne, osady S$ciekowe) [Ignatowicz 2023].
Biotransformacja substratéw na drodze mikrobiologicznego procesu wytwarzania metanu
skutkuje powstaniem pozostatosci, w sktad ktorych wchodzg migdzy innymi zwiazki azotu i
fosforu [Kubar 2022]. Wymienione biogeny dominujg w cieczy pofermentacyjnej, powstalej
w wyniku separacji frakcji ciektej od frakcji statej z masy (pulpy) pozostajacej po fermentacji
metanowej [Cieslik 1 in. 2014].

Kolejnym zagrozeniem sg ciecze pofermentacyjne powstate w procesie produkcji
biowodoru metodg tzw. ciemniej fermentacji. Gtéwne niebezpieczenstwo wigze si¢ W tym
przypadku z obecnosciag nadmiarowego fosforu, ktorego zawarto$¢ moze przekracza¢ nawet
1500 mg/L [Cieciura-Wtoch i Borowski 2019] przy normie dla $ciekow oczyszczonych
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mozliwych do wprowadzenia do srodowiska wynoszacej 3 mg/L [Rozporzadzenie Ministra
Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srédladowej z dnia 12 lipca 2019].

2.3 Odnawialne zrédla energii: perspektywy, regulacje prawne i
problemy Srodowiskowe

Paliwa kopalne wciaz pozostajg gtéwnym zroédtem energii [Looney 2020]. Jednakze
odnawialne zrédla energii (OZE), w obliczu ograniczonych zasobow paliw
konwencjonalnych i wysokiego poziomu emisji CO; do atmosfery, sa niezwykle istotng
alternatywa dla wytwarzania energii.

Do gtownych powodow stosowania OZE naleza: oszczednos¢ ograniczonych zasobow
energii nieodnawialnej oraz konieczno$¢ zmniejszenia emisji CO, do atmosfery [Keerthana i
in. 2022]. Wychodzac naprzeciw narastajacym problemom cywilizacyjnym, Unia Europejska
wprowadzita w 2014 roku pakiet energetyczno-klimatyczny, a wszystkie zrzeszone kraje
zgodzily si¢ spelni¢ zaktadane cele, kolejno do 2030 i 2050 roku. W mys$l uzgodnionego
pakietu, Unia Europejska zaktada ograniczenie emisji gazow cieplarnianych o co najmnie;j
55% do 2030r., osiggni¢cie neutralno$ci klimatycznej do 2050r., z jednoczesnym
promowaniem tworzenia zielonych miejsc pracy i naciskiem na dalsze ograniczanie emisji
gazOw cieplarnianych przy jednoczesnym zrownowazonym rozwoju gospodarczym. Na liscie
planowanych dziatan znajduje si¢ rowniez dazenie do ograniczenia wzrostu globalnej
temperatury do 1,5°C w celu uniknigcia najpowazniejszych konsekwencji zmian klimatu.
Podobne podejécie obraty Stany Zjednoczone, oglaszajac w 2021 roku cel polegajacy na
osiagnieciu 50 — 52% redukcji zanieczyszczen gazami cieplarnianymi w catej gospodarce w
2030 r. w stosunku do 2005 r. [European Green Deal 2020].

W zwigzku z powyzszym, w ostatnich latach nastgpita intensyfikacja dzialan
zmierzajacych do rozwoju gatezi przemystu bezposrednio powigzanych z OZE.

Odnawialne zrédta energii cechuje niewyczerpalno$¢ i1 ogoélnodostepnos¢. Ustawa
Prawo Energetyczne okresla OZE jako ,,zrodta wykorzystujace w procesie przetwarzania
energi¢ wiatru, promieniowania stonecznego, geotermalng, fal, pradéw 1 ptywow morskich,
spadku rzek oraz energi¢ pozyskiwang z biomasy, biogazu wysypiskowego, a takze z biogazu
powstatego w procesach odprowadzania lub oczyszczania $ciekow albo rozktadu
sktadowanych szczatkéw roslinnych i zwierzecych” [Ustawa — Prawo energetyczne 1997].

Czerpanie potencjatu energetycznego ze stonca, wiatru czy wody to najbardziej znane 1
powszechne metody pozyskiwania energii, zwlaszcza cieplnej. Pomimo wielu zalet ptynacych
z wykorzystywania wymienionych zrodet, czesto okazujg si¢ one nieekonomiczne i
efektywne jedynie w S$cisle okre§lonych warunkach atmosferycznych, klimatycznych i
geograficznych [Oluwaseun i in. 2018; Lalak i in. 2014]. Ostatnio dominuje poglad, ze jedna
z najbardziej energetycznie korzystnych i zarazem przyjaznych srodowisku i bezpiecznych

29



30:7411407328

technologii produkcji bioenergii jest produkcja biogazu [Wieland 2010]. Ponadto,
niekwestionowang zaleta procesow produkcji biogazu jest fakt, iz jako substrat do jego

wytwarzania mogg by¢ wykorzystywane ucigzliwe dla srodowiska odpady [Berlowska i in.
2017].

Zgodnie z danymi Agencji Rynku Rolnego ilo$¢ substratu zuzytego jedynie do
produkcji biogazu rolniczego w 2021 r. wyniosta 4 912 454,6 Mg [Agencja Rynku Rolnego
2021] a taczna moc 346 funkcjonujacych w Polsce w roku 2021 biogazowni wyniosta 257,3
MW [Urzed Regulacji Energetyki 2021]. Pozostale kraje Unii Europejskiej roéwniez
intensywnie pracuja nad zwigkszeniem skali produkcji biogazu co zaowocowalo powstaniem
ponad 20 tysigcy instalacji produkujacych ten rodzaj nosnika energii [European Biogas
Association 2022].
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2.4 Biogaz i jego wartos¢ energetyczna
2.4.1 Fermentacja metanowa i produkcja biogazu

Biogaz powstaje w wyniku rozkladu biomasy organicznej z wykorzystaniem
wyspecjalizowanych  konsorcjow  drobnoustrojow. Proces przebiega w komorach
fermentacyjnych, w warunkach beztlenowych [Buraczewski 1989; Kunatsa i Xia 2022].

Produkcja biogazu obejmuje cztery etapy: hydroliz¢; kwasogenezg; Octanogeneze oraz
metanogeneze. W pierwszej fazie zachodzi rozktad materii organicznej (biatek, thuszczow,
weglowodanéw) na mniejsze czasteczki (aminokwasy, cukry proste, alkohole
wielowodorotlenowe 1 kwasy tluszczowe). W procesie tym biora udzial enzymy
zewnatrzkomérkowe wytwarzane przez bakterie zaangazowane w ten etap. Podczas
kwasogenezy powstaja: alkohol metylowy, lotne kwasy thuszczowe, etanol, dwutlenek wegla,
wodor oraz octany. Kwas octowy i mrowkowy, jak rowniez metanol, dwutlenek wegla i
wodor moga juz po tym etapie zostaé wykorzystane w procesie metanogenezy przez bakterie
metanowe. Bakterie acetogenne z kolei przetwarzaja lotne kwasy thuszczowe 1 etanol do
dwutlenku wegla i wodoru w nast¢gpnym etapie czyli z octanogenezie [Asgari i in. 2011].

Szczegbdtowe aspekty bioprocesu wytwarzania biogazu zostaly opisane w dostgpnej
literaturze przedmiotu, w tym bardzo ztozone przemiany biochemiczne [Buraczewski 1989].
Sama produkcja zostala juz wdrozona i optymalizowana w wielu rozwigzaniach
przemystowych, dlatego tez powyzej podano jedynie gléwne zagadnienia zwigzane z
mechanizmami biometanizacji [Kwasny i in. 2012; Jabtonski i in. 2014; Mazowiecka Agencja
Energetyczna sp. z 0. 0. 2009].

2.4.2 Substraty do produkcji biogazu

Do produkeji biogazu wykorzystuje si¢ r6znorodne substraty organiczne, ktore mozna
podzieli¢c na trzy grupy: rolnicze, komunalne oraz przemystowe (ryc. 2) [Cukrowski i
Oniszek-Poptawska 2010; Keerthana 2022].

Sktad biogazu zalezy od surowcow uzytych do jego produkeji 1 sktada si¢ gtownie z
dwutlenku wegla i metanu. Latwopalny metan jest jego gtdéwnym komponentem (50%—85%)
a takze zrodtem energii [Sindhu i in. 2019]. W mniejszych ilosciach wystepuja azot, tlen,
siarkowodor czy amoniak [Kwasny 2012]. Szczegotowy sklad biogazu podano w tabeli nr 1.
Warto$¢ opatowa biogazu jest zalezna od zawarto$ci metanu, miesci si¢ w zakresie 17 — 25
MJ/m® (1 m® biogazu odpowiada energii zawartej w 0,93 m® gazu ziemnego lub 1,25 kg
wegla) [Reyjman-Burzynska 1 in. 2013].
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Tabela 1. Sklad chemiczny biogazu [Kwasny J. i in. 2012]

Odpady
Skladnik Jednostka Odpady z Osady z Odpady z
gospodarstw oczyszczalni | rolnicze przemystu
domowych $ciekow rolno-
SpPoZywczego
CH, 50 — 60 60— 75 60— 75 68
[%] obj.
CO;, 34-38 19-33 19-33 26
N, 0-5 0-1 0-1 -
02 0-1 <05 <05 -
H,O [%] obj. 6 6 6 6
(w 40°C)
H,S 100 —900 1000 — 4000 3000 — 100
10000
NH; [mg/m?] - - 50 — 100 400
Zwigzki aromatyczne 0—200 - - -
Zwigzki 100 — 800 - - -
chlorowcoorganiczne
lub fluoroorganiczne

Czesto w procesach fermentacji metanowej wykorzystywany jest wigcej niz jeden
rodzaj substratu jednoczes$nie. Podejscie to jest korzystne zardwno z ekonomicznego, jak i
ekologicznego punktu widzenia. Wprowadzenie ko-substratu organicznego stanowi
dodatkowe zrodlo wegla organicznego korzystnie wplywajac na wydajnos¢ bioprocesu, a co
za tym idzie zwigksza poziom produkcji biogazu [Kalemba i Barbusinski 2016].
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Substraty rolnicze:
Odchody zwierzece (gnojowica, obornik, pomiot kurzy),
Biomasa z plantacji energetycznych,
Biomasa uprawiana na glebach gorszej jakosci lub na
glebach zanieczyszczonych,
Odpady z produkgji roslinnej (m. in. stoma, odpady
zbozowe, odpady pasz, odpady drzewne).

Substraty komunalne:

Frakcja organiczna odpadéw miejskich (m.in. odpady
kuchenne pochodzenia organicznego),
Odpady zielone pochodzace z pielegnacji terendéw
zielonych, odpady organiczne, odpady z placéw i
targowisk,

Odpady wytwarzane w gospodarce komunalnej (osady
Sciekowe)

Komora fermentacyjna ze
zbiornikiem biogazu

Substraty przemystowe:
Odpady z przemystu spozywczego; mleczarskiego,

cukrowniczego; gorzelniczego; miesnego; celulozowego;
farmaceutycznego; kosmetycznego

Ryc. 3. Podzial substratow wykorzystywanych do produkcji biogazu [opracowanie
wlasne]

2.4.3 Masa pofermentacyjna, metody jej zagospodarowania i potrzeba
oczyszczania odciekow

Pomimo niekwestionowanych korzysci plynacych z produkcji i wykorzystywania
biogazu, nalezy zmierzy¢ si¢ z niezwykle istotng kwestia, jakg jest powstawanie odpadowej
pulpy pofermentacyjnej, zwanej tez pofermentem, wymagajacej odpowiedniego
zagospodarowania. W polskim prawie produkty uboczne powstate w wyniku produkcji
biogazu nie sg zakwalifikowane jako nawoéz, ale traktowane sg jako odpad. Zgodnie z
katalogiem odpaddéw zaliczane sg do pozycji 19 06 05, czyli ,,ciecze z beztlenowego rozktadu
odpadow zwierzecych i roslinnych” oraz 19 06 06 — "przefermentowane odpady z
beztlenowego rozktadu odpadéw roslinnych i zwierzgcych" [Dz.U. z 2014 poz.1923].

Zgodnie z zalozeniem, Zze biogazowania o mocy 1 MW wytwarza rocznie do 30 000 t
pofermentu [Makara 2017], w wyniku funkcjonowania biogazowni w Polsce powstaje ok. 7,7
mln Mg masy pofermentacyjnej rocznie. Sktad pofermentu r6zni si¢ W zaleznosci od substratu
uzytego do produkcji biogazu. Zazwyczaj jednak charakteryzuje si¢ on wysoka zawarto$cia
zawigzkow azotu (gltownie azotu amonowego), fosforu oraz wyjatkowo niekorzystnym
stosunkiem C:N wynoszacym czesto ponizej 1 (optymalny stosunek miesci to ok. 20)
[Sharma i Bhatii 2022].

Podczas zabiegobw zwigzanych z utylizacjag masy pofermentacyjnej, czestym
podejsciem jest rozdzielanie pulpy na frakcje statg i ciekta, a nastgpnie ich niezalezne
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zagospodarowanie. Frakcja stala zazwyczaj jest suszona i wykorzystywana jako nawéz badz
spalana [Tambone i in. 2017]. Frakcja ciekta rdwniez moze zosta¢ wykorzystana jako nawoz,
ale zwlaszcza w ostatnich latach stalo si¢ to utrudnione, gdyz wigze si¢ z wieloma
restrykcjami [Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 20 stycznia 2015 r.] i mozliwoscia
jedynie sezonowego uzytkowania [Ustawa z dnia 20 lipca 2017 r. Prawo wodne]. Nalezy tu
podkresli¢, ze w wyniku separacji faz, 87% azotu i 71% fosforu przechodzi do frakcji cieklej
[Tambone i in. 2017], co sprawia, ze ciecz pofermentacyjna wprowadzeniu do $rodowiska
moze powodowac eutrofizacj¢ okolicznych zbiornikow wodnych, a co za tym idzie stanowi¢
powazne zagrozenie dla zasiedlajacej je flory i fauny [Gilbert 2017; Sobolewska i in. 2022].
Ponadto, ciecz pofermentacyjna najczgéciej nie moze roéwniez zosta¢C wprowadzona
bezposrednio do systemu oczyszczania $ciekdw ze wzgledu na jej potencjalng toksycznosé
wzgledem osadu czynnego [Hatat-La$ i in. 2018].

Istnieja cztery dominujace podejscia oczyszczania $ciekow wysoko obcigzonych
biogenami, powstajacych w przemysle produkcji biogazu (ryc. 4):

Masa
pofermentacyjna

N
£
8,

o

e

©

-3

@
n

v

Frakcja stata Frakcja ciekta

\

Metoda
beztlenowego

Metody
fizykochemiczne:
Stracanie struwitu;
stripping

Oczyszczanie Tlenowe biocenozy

metabolizmu azotu hydrofitowe drobnoustrojow

ANAMMOX

Ryc. 4. Metody oczyszczania frakcji cieklej masy pofermentacyjnej [opracowanie
wlasne]
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e metody fizykochemiczne, obejmujgce strgcanie nierozpuszczalnego fosforanu
magnezowo — amonowego (struwitu) oraz tzw. stripping — odpedzanie gazowego
amoniaku otrzymanego po radykalnej alkalizacji $cieku. Skuteczno$¢ odpedzania
amoniaku i stracania struwitu zalezna jest od wartosci temperatury i pH. Stosowanie
duzych ilosci reagentéw niezbednych do utrzymania odpowiedniej warto$ci pH oraz
wysoki poziom zuzycia energii sprawia, ze usuwanie w ten sposob azotu i fosforu
pociaga za sobg wysokie koszty [Urbanowska i in. 2019].

e metoda ANR, oparta na beztlenowym metabolizmie azotu ANAMMOX [Wu i in.
2020]. Proces beztlenowego utleniania amoniaku mozliwy jest dzigki aktywnosci
wyspecjalizowanych beztlenowcow z grupy Candidatus kuenenia, Candidatus
brocadia, Candidatus anammoxoglobus, Candidatus anammoximicrobium, Candidatu
s jettenia oraz Candidatus scalindua. Gtéwna wadg tego podejscia jest niski przyrost
biomasy stosowanych w procesie drobnoustrojow [Kubacki i Borowski 2014;
Zielinska i1 in. 2018].

e oczyszczanie hydrofitowe, wykorzystujace aktywnos$ci roslin fotosyntetyzujacych.
Zgodnie z ta metoda, poferment kierowany jest na zloza obsadzone odpowiednio
dobranymi gatunkami ro$lin. Rozwigzanie to jednak wcigz jest na etapie prac
badawczych [Kowalczyk-Jusko i Szymanska 2015].

e wykorzystanie tlenowych biocenoz drobnoustrojow, pracujagce na zasadzie
konwencjonalnych technologii oczyszczania w oparciu o prace osadu czynnego.
Podejscie to jest najbardziej zglebiane przez naukowcow 1 jest obecnie
najpowszechniejszym sposobem utylizacji $ciekow stosowanym w praktyce.
Uzyskane dotad efekty prac nad surowymi cieczami pofermentacyjnymi nie sg jednak
zadawalajace ze wzgledu na proby jednoczesnego rozwigzania problemu znacznego
obcigzenia $cieku azotem wraz z degradacja innych zanieczyszczen, co wiaze si¢ z
konieczno$cig ponoszenia znacznych, dodatkowych kosztow [Stier i Fischer 1998;
Cydzik-Kwiatkowska i Zielinska 2016].

Podsumowujac, wymienione wyzej metody sg niewystarczajaco efektywne 1 wcigz
poszukiwane sg bardziej skuteczne rozwigzania.

Innowacyjnym podejsciem jest wykorzystanie mieszanych konsorcjow bakteryjno-
algowych, bakteryjno-drozdzowych, a takze procesy dwustopniowego oczyszczania,
angazujace na poszczeg6lnych etapach odmienne grupy drobnoustrojow [Gekon 2015; Hatat-
Lasd iin. 2018; Kaszycki i in. 2021].
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2.5 Biowodor

2.5.1 Fermentacja ciemna i i produkcja biowodoru

Wodor uwaza si¢ za jeden z najbardziej ekologicznych no$nikéw energii [Looney
2020; Departament Energii Stanow Zjednoczonych 2020; Chatzimarkakis i in. 2021]. W
wyniku jego spalania lub wykorzystania w ogniwie paliwowym wytwarzana jest para wodna
[Kadier i in. 2016]. Pozwala to znaczaco ograniczy¢ emisj¢ gazoOw cieplarnianych oraz
powstawanie kwasnych deszczy [Koztowski 2016]. Wodér charakteryzuje si¢ ponadto
wysoka wartoscig opatowa, ktora wynosi 120 MJ/kg [Dash i in. 2023]. Dla poréwnania,
wartos¢ opatowa benzyny wynosi 47 MJ/kg, a wegla 25 MJ/kg [Lewandowski 2007; Hosseini
i in. 2015]. Oprécz ogromnego potencjalu wodoru w sektorze energetycznym jako
alternatywa dla paliw kopalnych, wodoér obecnie znajduje roéwniez roznorodne inne
zastosowania, m. in. w sektorze przemystu agrochemikaliow, spozywczym czy
metalurgicznym [Winter 2005; Kotay 2008; Megret i in. 2015; Hosseini i Wahid 2016].

W zwigzku z powyzszym infrastruktura produkcji wodoru w najblizej perspektywie
czasowej bedzie si¢ intensywnie rozwija¢, czemu sprzyjaja rowniez regulacje prawne UE 1
USA [Komisja Europejska 2021; Departament Energii Stanow Zjednoczonych 2020].

Niestety, dostgpno$¢ gospodarcza naturalniec wystepujacego wodoru jest bardzo
ograniczona, wiec niezbgdne jest opracowanie tanich i wydajnych metod jego wytwarzania.
Wodoér moze by¢ produkowany z gazu ziemnego, oleju, poprzez zgazowanie wegla badz
elektroliz¢ wody. Wodor wytwarzany z paliw kopalnych nie jest traktowany jako odnawialny
zasob energii. Elektroliza wody, z kolei, wymaga wysokich naktadow energetycznych, a co za
tym idzie ponoszenia wysokich kosztow [Suchowska-Kisielewicz i Myszograj 2011; Cao i in.
2022]. Co wigcej, procesy chemiczne wigza si¢ z konieczno$cig rozdzielenia powstajacego
paliwa od produktow ubocznych reakcji, stosowania katalizatorow, podwyzszonego ci$nienia
i temperatury [Levin i Chahine 2010].

Inaczej jest w przypadku produkcji biowodoru, poniewaz procesy wydzielania tego
gazu przez mikroorganizmy zachodzg zwykle w temperaturze pokojowej, w srodowisku
wodnym oraz pod ci$nieniem atmosferycznym [Argun i Onaran 2016]. Biologiczne metody
produkcji wodoru sg uwazane zatem za najbardziej interesujace i obiecujgce procesy [Kothari
I in. 2012].

Ze wzgledu na nowos$¢ tematyki i dynamiczny rozwdj tej dziedziny, wiele jeszcze
zagadnien wymaga wyjasnienia badZ optymalizacji. Prowadzone sa obecnie liczne badania
naukowe nad wytwarzaniem biowodoru, dlatego, tez w niniejszej pracy mechanizmy
biologiczne opisano w nieco szerszym ujeciu.

Metody mikrobiologicznej produkcji biowodoru to m. in.: bezposrednia fotoliza
wody z udziatem mikroskopowych alg czy cyjanobakterii, fotobiologiczny rozktad zwigzkow
organicznych z udziatem heterotroficznych purpurowych bakterii bezsiarkowych, procesy
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bioelektrochemiczne (bioelektroliza) oraz fermentacja [Moritz 2012]. Substratem do
produkcji biowodoru jest w metodach biologicznych woda badz zwiazki organiczne, ktorymi
moga by¢ zanieczyszczenia wystepujace w Sciekach [Das i Veziroglu 2008; Shimizu i in.
2019].

W procesie biologicznej fotolizy wody nast¢puje rozbicie jej czgsteczek i
wykorzystanie powstajacych elektronow do redukcji jonéw wodorowych. Proces prowadzony
jest przy udziale energii stonecznej 1 zachodzi w komoérkach mikroglonéw z udzialem enzymu
— hydrogenazy [Kamran i Fazal 2021; Witkowska i in. 2021].

energia Swietlna

hydrogenaza

Ryc. 5. Reakcja biofotolizy wody

Aktywno$¢ hydrogenazy jest hamowana w obecnosci tlenu, co oznacza, ze proces
biofotolizy jest procesem samoograniczajacym si¢. Aby utrzymaé ciagly proces produkcji
biowodoru, konieczne jest zatem usuwanie powstajacego tlenu, poniewaz w jego obecnos$ci
wodor zostaje wykorzystany do redukcji CO, [Dziga 2015].

Z Kolei, rozktad zwigzkéw organicznych przy wspotudziale energii stonecznej,
zwyczajowo zwany fotofermentacja, przebiega w warunkach beztlenowych, w obecnosci
$wiatta oraz substratow organicznych. Purpurowe bakterie bezsiarkowe z rodzaju
Rhodobacter sa zdolne do metabolizowania rozmaitych zwiazkow organicznych, takich jak
kwasy organiczne, cukry proste, czy sktadniki odzywcze zawarte w $ciekach przemystowych
i rolniczych [Orsi i in. 2021]. Kluczowym enzymem biorgcym udzial w tym procesie jest
nitrogenaza. Enzym ten to kompleks nitrogenazy oraz reduktazy nitrogenazy i jest zdolny do
wigzania azotu czgsteczkowego zgodnie z rownaniem reakcji:

N,+ 8H* +8e~ + 16ATP — 2NH; + H, + 16ADP + 16 P;

Ryc. 6. Reakcja fotofermentacji charakterystyczna dla bakterii rodzaju Rhodobacter

Reakcja powyzsza jest hamowana przez tlen, wysoka warto$¢ stosunku azotu

aminokwasowego do zawarto$ci wegla w podtozu oraz obecno$¢ jonéw amonowych [Adessi i
De Philippis 2012].
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Proces bioelektrochemicznej produkcji wodoru jest potaczeniem klasycznej
elektrolizy oraz zdolno$ci metabolicznych drobnoustrojéw. Przytlozenie zewnetrznego
potencjalu do zaciskéw bioelektrolizera powoduje utlenianie zwigzkdéw organicznych na
powierzchni anody pokrytej biofilmem bakteryjnym oraz wydzielanie wodoru
czasteczkowego z powierzchni katody (najczesciej platynowej). Proces ten zwigzany jest z
redukcjg protonéw 1 moze si¢ odbywac z wykorzystaniem zanieczyszczen znajdujacych sie w

$ciekach [Moritz 2012].

Produkcja biowodoru na drodze fermentacji beztlenowej, zwanej — w odréznieniu od
fermentacji metanowej — fermentacja ciemna (ang. dark fermentation), jest wskazywana
jako najbardziej skuteczna metoda jego pozyskiwania. Charakteryzuje si¢ ona wysoka
wydajnos$cig przy jednoczes$nie niskich kosztach oraz mozliwoscia wykorzystywania
szerokiego spektrum substratow organicznych, réwniez tych zawartych w odpadach i
Scickach [Hu i in. 2013]. Fermentacja prowadzona jest przez wyspecjalizowane bakterie
beztlenowe, a biowodor wytwarzany jest w obecnosci specyficznych enzyméw 1 koenzymow
w wyniku nastepujacych reakcji przemian biochemicznych:

(1) w procesie rozkladu kwasow organicznych przez dehydrogenaze zalezna od NAD*
z wytworzeniem zredukowanej formy dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NADH)

(2) podczas utlenienia NADH

NADH + H* + 2Fd** - 2H*" + NAD* + 2Fd*

gdzie: Fd to Ferredoksyna

Na koniec, gazowy wodor powstaje podczas reakcji z udzialem enzymu hydrogenazy i
z wykorzystaniem elektronéw pochodzacych z ferredoksyny.

hydrogenaza

2Fd* +2H* - 2Fd** + H,

Ryc. 7. Reakcje wytwarzania biowodoru w procesie tzw. fermentacji ciemnej
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Na podstawie szacowania bilansu energetycznego powyzszych reakcji okre§lono, ze z
jednego kilograma weglowodanow mozna teoretycznie uzyskaé okoto 4,41 kWh energii. Z
kolei, w praktyce przemystowej, uwzgledniajac mozliwosci technologiczne produkcji
biopaliw, z takiej iloéci surowca wytwarza sie ok. 0,5 dm® etanolu, 1,2 m* gazowego wodoru,
0,36 m® gazowego metanu lub 0,5 m® biogazu, co pozwala otrzymaé érednio okoto 1 kWh
uzytecznej energii [Rabaey i Verstraete 2005; Cao i in. 2022]. Fermentacj¢ wodorowg nalezy
wigc uznaé¢ za wydajng i szczeg6lnie optacalng metodg pozyskiwania zielonej energii.

2.5.2 Substraty do produkcji wodoru metoda ciemnej fermentaciji

Specyfika wytwarzania biowodoru metoda ciemniej fermentacji stwarza mozliwosé
wykorzystanie roznorodnych substratoéw, migdzy innymi [Kucharska K. i in. 2019; Kamran i
Fazal 2021; Das i Basak 2021]:

e hydrolizatow gliceryny

e pozostatosci rolnicze

e Dbiomasa lignocelulozowa,
e Scieki przemystowe,

e pozostalo$ci pozniwne

e state odpady komunalne.

Ryc. 8. Substraty do produkcji biowodoru (odpady komunalne i przemystowe
zawierajace skrobie¢) [Das | Basak 2021]

Ostatnio zaproponowano wykorzystanie i zagospodarowanie pozostatosci po produkcji
cukru — wystodkow buraczanych (wystodkow), na duza skale [Cieciura-Wtoch i Borowski
2019; Borowski i Kucner 2019; Cieciura-Wtoch i in. 2020]. Wedlug aktualnych analiz
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swiatowego rynku cukru, produkcja cukru spozywczego w latach 2022/23 (zaréwno z trzciny
cukrowej, jak 1 burakow cukrowych) szacowana jest na 183,2 mln ton (Mt), z czego 16,2 min
ton w UE [US Department of Agriculture Foreign Agricultural Service Sugar 2022].
Swiatowa produkcja burakoéw cukrowych wyniosta 253 min ton (dane z 2020 r.), a Polska
zajeta 6. miejsce z udziatem 5,6% [Rocznik Statystyczny RP 2022].

Wystodki sg tatwo dostepnym materiatem bogatym w weglowodany, mozna je
pozyska¢ i przetwarza¢ niskim kosztem, a ponadto nie wymagaja one szczegodlnej obrobki
wstepnej przed fermentacja. W dotychczas opublikowanych doniesieniach hydrolizaty
wystodkéw buraczanych poddano ciemniej fermentacji w warunkach mezofilnych, chociaz
fermentacja termofilna moze by¢ rowniez z powodzeniem stosowana do produkcji biowodoru
(dane wspotpracownikéw z Politechniki todzkiej, prace koordynowane przez prof.
Sebastiana Borowskiego, dotychczas nieopublikowane).

2.5.3 Masa pofermentacyjna — waloryzacja i jej dalsze wykorzystanie

Produkcja biowodoru prowadzona na drodze ciemniej fermentacji, pomimo szeregu
niekwestionowanych zalet, wigze si¢ z powstawaniem znacznej ilo$ci masy pofermentacyjnej,
ktorej wyciek do srodowiska moze powodowac liczne zagrozenia. Odpady te, a zwtaszcza
odcieki sg wysoce heterogeniczne, zawierajg liczne substancje toksyczne, W tym glownie
lotne kwasy organiczne (ang. Volatile fatty acids, VFAS), ktore stanowig produkt uboczny
fermentacji, jak rowniez biogenny azot i fosfor powstaly w wyniku mineralizacji substratow
[Turoniin. 2016].

Wysoki tadunek substancji organicznych sprawia, ze pofermenty pochodzace z
procesu ciemnej fermentacji moga by¢ wykorzystane do produkcji dodatkowej energii,
wytwarzania biopaliw czy biosyntezy materiatdow [Guo i in. 2010; Chatellard i in. 2017].
Istniejg liczne doniesienia naukowe skupiajgce si¢ na zagadnieniu tzw. waloryzacji masy
pofermentacyjnej tak, aby zwigkszy¢ wydajno$¢ produkcji wodoru i1 zmaksymalizowaé
odzysk energii [Kapdan i Kargi 2006; Sivagurunathan i in. 2017]. Na ryc. 9. przedstawiono
najwazniejsze metody prowadzace do dalszego wykorzystania masy pofermentacyjnej.

Podobnie jak w przypadku produkcji biogazu, przy biowodorze niezbednym
zabiegiem jest separacja faz. Czgsto stosowanym podej$ciem jest czeSciowe odwadnianie
masy pofermentacyjnej i wykorzystywanie zatezonej frakcji organicznej do procesu
fermentacji metanowej z produkcja biogazu (biometanizacja). Proces fermentacji metanowej
pozwala na wykorzystanie materii organicznej pozostate] po fermentacji wodorowej do
produkcji biogazu. Prowadzone prace wskazujg na mozliwosci wykorzystania tego podejscia
w praktyce, jednakze jedynie w S$ciSle okreslonych przypadkach. Zmienno$¢ substratow i
parametréw fizyko—chemicznych pofermentu moze negatywnie wplywaé na przezywalno$é
mikroorganizmow, a co za tym idzie na wydajno$¢ catego procesu [Kasprzycka 2011].

Frakcja pofermentu po odwodnieniu moze takze zosta¢ wykorzystana jako substrat do
hodowli fotosyntetyzujacych mikroalg i bakterii, tlenowych i beztlenowych hodowli bakterii,
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w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych (ang. Microbial fuel cell, MFC) oraz w
bioelektrolizie (ang. Microbial electrolysis cell, MEC).

Potagczenie procesow ciemniej fermentacji z hodowla mikroalg jest korzystne,
poniewaz pozwala doprowadzi¢ do pelnej waloryzacji produktéw koncowych, w ktorych
wytworzona biomasa mikroglonéw moze zosta¢ zawrocona do komor fermentacyjnych jako
dodatkowy substrat. Mikroglony moga by¢ réwniez wykorzystywane do gromadzenia
weglowodanow lub biolipidow, ktore sg naturalnie wytwarzane podczas hodowli w podtozach
zawierajagcych kwasy karboksylowe w warunkach glodzenia, m.in. podczas niedoboru azotu
[Munoz i Guieysse 2006; Chen i in. 2016]. Zagrozeniem dla procesu hodowli mikroalg,
ograniczajacym ich proliferacj¢ 1 uzyskang liczebno$é¢, jest jednakze obecno$¢ bakterii
przedostajacych si¢ z komor fermentacji.

W przypadku procesow fotobiologicznych, kwasy organiczne pozostale w
pofermencie moga by¢ zmetabolizowane przez bakterie [Rai i in. 2012]. Najczgsciej
wykorzystywane sa do tego celu bakterie purpurowe z rodzaju Rhodobacter sp. Maksymalna
teoretyczna wydajnos$¢ produkcji biowodoru w tym procesie wynosi 4 mole H, z kazdego
mola kwasu octowego [Hosseini i Wahid 2016]. Takie dwuetapowe podejScie pozwala
zmaksymalizowa¢ wydajno$¢ produkcji wodoru, jednakze posiada tez wiele ograniczen.
Wsréd nich wymieni¢ nalezy inhibicj¢ procesu w obecnosci zwigzkow azotu, koniecznosé
zapewnienia optymalnych warunkéw rozwoju specyficznych drobnoustrojow, mozliwo$é
zakazen szczepami niekorzystnymi oraz wysokie koszty aparatury i mediow.

Integracja ciemnej fermentacji z technologia produkcji biopolimeréw (biotworzyw)
czyni proces bardziej zrbwnowazonym i ekonomicznie optacalnym. Masa pofermentacyjna
stanowi obiecujacy surowiec do wydajnej produkcji 1 akumulacji biopolimeroéw (takich jak
polihydroksyalkaniany, PHA czy polihydroksymaslan, PHB) w bakteriach komoérek w drugim
etapie zintegrowanego bioprocesu. Wytwarzanie PHA przez hodowle pojedynczych szczepow
z podawaniem syntetycznych substratow jako zrodta wegla (np. octan, maslan, itp.) jest mato
optacalne w przypadku produkcji na duza skalg. VFA s3 prostymi metabolitami bogatymi w
kwasy o niewielkiej liczbie atoméw wegla, co umozliwia produkcje PHA przy
zaangazowaniu mniejszej liczby enzymoéw w pordwnaniu z glikoliza 1 f-oksydacja [Amulya 1
in. 2014]. Podczas wdrazania tego podejScia do praktyki przemyslowej wazne jest
zwigkszenie zdolnosci magazynowania PHA w komodrkach bakteryjnych 1 poprawa
wydajnosci produkcji PHA [Puyol i in. 2017].

W przypadku zastosowania mikrobiologicznych ogniw paliwowych (MFC),
wytwarzanie energii elektrycznej odbywa sie na skutek zdolnoSci przeksztalcania energii
chemicznej w elektryczng, bez udziatlu reakcji posrednich. Mikroorganizmy utleniaja
substancje organiczne zawarte w Sciekach czerpigc elektrony, ktore transportowane sg na
drodze istniejagcego obwodu zewngtrznego. Jony wodorowe powstajgce na anodzie
przemieszczaja si¢ do katody, po czym lacza si¢ z czasteczkami tlenu, w wyniku czego
powstaje woda [Deval i in. 2017]. Nalezy tu jednak podkresli¢, ze zaréwno MEC, jak i MFC
wymagaja uzycia drogiej specjalistycznej aparatury, co w potaczeniu z wysokimi kosztami i
prowadzenia procesu sprawiajg, ze konieczne s dalsze prace optymalizacyjne .
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Proces MEC moze by¢ wykorzystywany do produkcji biowodoru, metanu, nadtlenku
wodoru czy kwasu mrowkowego [Cheng i Logan 2007], a takze w oczyszczaniu $ciekow
[Escapa i in. 2014] i bioremediacji [Haddadi i in. 2014]. Elektrochemicznie aktywne bakterie
(ang. Electrochemically active bacteria, EAB) czyli grupa mikroorganizméw zdolnych do
uwalniania elektronéw z komorek i1 przekazywania ich na elektrode lub tez przyjmowania
elektronéow od donora elektronéw, sg zdolne do catkowitej konwersji biodegradowalnej
materii organicznej do wodoru i dwutlenku wegla. Potaczenie procesu ciemniej fermentacji z
mikrobiologiczng elektroliza pozwala znaczaco zwigkszy¢ wydajnos¢ produkcji biowodoru
[Sleutels i in. 2013; Khongkliang i in. 2019].

Reasumujac, obecnie trwajg intensywne prace zmierzajace do poprawy wydajnosci,
optacalno$ci 1 stabilnosci wyzej opisanych procesow. Proponowane i doskonalone
rozwigzania sg jednak wcigz w fazie testow [Preethi i in. 2019].

Hodowla mikroalg — Biolipidy \
Hodowla beztlenowa — Bioplastik
Fermentacja Metan
metanowa

i Kwas
Mikrobiologiczne

mlekowy
ogniwa paliwowe
(MFC)

Wodér i
Elektroliza metan
mikrobiologiczna
(MEC)
—
Fotofermentacja J

Odwodniona masa
pofermentacyjna
Bogata w lotne kwasy
ttuszczowe (gt. kwas
octowy, mastowy,
mlekowy)

Ryc. 9. Schemat przedstawiajacy sposoby waloryzacji masy powstalej po fermentacji
ciemniej [Sivagurunathan i in. 2017]

Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze w kazdym z przedstawionych proceséOw jednak wcigz
powstaja pozostatosci (produkty uboczne) — toksyczne Scieki przemystowe, ktore wymagaja
oczyszczenia.
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2.5.4 Odciek po fermentacji wodorowej — charakterystyka i potrzeba
oczyszczania

Podczas wykonywania czynno$ci separacji faz z pulpy pofermentacyjnej, frakcja
cieczy nadmiarowej pozostajagca po odwirowaniu masy moze cze¢$ciowo zostaé zawrocona
jako woda technologiczna zasilajgca komory fermentacji ciemniej. Jej uzycie jednak nie moze
by¢ wyzsze niz ok. 20% objetosci roboczej fermentora 1 wigze si¢ z ryzykiem postepujacej
kumulacji zwiazkow niekorzystnych i toksycznych (substancji biogennych: N, P, S, metali
cigzkich), co moze negatywnie wptywaé na wydajnos$¢ produkcji biowodoru.

Jak juz wspomniano powyzej, doktadny sktad odciekow pofermentacyjnych wykazuje
duza zmienno$¢ i nie zawsze jest w petni okreslony. Co wigcej, sktad chemiczny, a zwlaszcza
stosunek C:N:P ma kluczowe znaczenie dla prawidlowego przebiegu kolejnych etapow
bioprocesu. Przed wykorzystaniem odcieku nalezy roéwniez mie¢ na uwadze jego potencjalng
toksyczno$¢ 1 mozliwe zanieczyszczenia mikrobiologiczne.

W polskim prawie produkty fermentacji metanowej 1 ciemnej sg tak samo
klasyfikowane, zatem podobnie jak w przypadku biogazu odpady powstate w wyniku
fermentacji ciemnej sa odpadami. W zwigzku z powyzszym, wprowadzenie cieczy
pofermentacyjnych do $rodowiska wigze si¢ z koniecznos$cig przedsiewziecia odpowiednich
dziatan, majacych na celu przede wszystkim obnizenie zawartosci substancji toksycznych i
zmniejszenie obcigzenia zwigzkami wegla organicznego.

Glownymi zanieczyszczeniami odcieku jest materia organiczna (warto$¢ chemicznego
zapotrzebowanie tlenu, ChZT, najczesciej w zakresie 18 000 — 47 000 mg O,/L), sktadajaca
si¢ glownie z kwasOw organicznych (kwas mrowkowy, mlekowy, n-mastowy, i-mastowy,
propionowy, octowy, a niekiedy roéwniez kwas i-walerianowy, n-walerianowy, i-kapronowy,
n-kapronowy i i-heptanowy). Udowodniono, ze kwasy organiczne mogg wykazywac dziatanie
toksyczne [Cieciura-Wtoch i in. 2020]. Opisana w dostgpnych publikacjach zawarto$¢
substancji biogennych waha si¢ w szerokim zakresie, w zalezno$ci od zestawu substratow
poddawanych ciemnej fermentacji. Catkowita zawarto$¢ azotu amonowego wynosita od 57,50
do 800 mg/L, podczas gdy zawartos¢ fosforu nieorganicznego wykazywala jeszcze wigkszg
zmiennos$¢: od 15 do 1580 mg/L [Turon 2015; Cieciura-Wtoch i Borowski 2019; Guo 2020;
Cieciura-Wtoch i in. 2020; Cieciura-Wtoch i in. 2021]. Nadmiarowe ilosci fosforu moga
pojawic si¢ w $ciekach z komory fermentacyjnej gtownie z powodu biologicznej mineralizacji
substratow organicznych, z ktorych powstajg fosforany obok azotu amonowego. Ponadto,
podwyzszone poziomy tego pierwiastka moga by¢ rezultatem sposobu wstepnego
przygotowania substratu [Cieciura-Wtoch i Borowski 2019], bezposredniej suplementacji
fosforanem w celu zwigkszenia wydajnosci wytwarzania biowodoru [Cieciura-Wtoch i in.
2021], czy tez wykorzystania do inicjacji procesu fermentacji ciemniej inoculum bakteryjnego
wzbogaconego w fosfor, pobranego z eutrofizowanego fermentora beztlenowego.

Opisane wysokie poziomy ChZT i fosforu przekraczaja znaczaco normy okreslone w
stosownym rozporzadzeniu [Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi
Srodladowej 2019] i stanowia powazne zagrozenie dla $rodowiska. Niezbedne jest zatem
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opracowanie skutecznej i1 taniej metody oczyszczania odciekow powstatych podczas
fermentacji ciemnej odpadowych substratow, w tym zwlaszcza biomasy pochodzenia
rolniczego. Jest to zadanie szczegodlnie istotne w kontek$cie wzrastajacego zainteresowania
biologiczng produkcjga wodoru na cele energetyczne. Jakkolwiek jest to dziedzina stosunkowo
nowa, jej niekwestionowany potencjal sprawia, ze obecnie skupia coraz wigcej uwagi
naukowcow biotechnologdéw i producentéw przemystowych.
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3. Badania wlasne

3.1 Hipotezy i cele badawcze

Przestawiona powyzej problematyka zagrozen srodowiskowych spowodowanych
wytwarzaniem cieczy powstalych po fermentacji biogazu i biowodoru wymaga opracowania
efektywnych metod unieszkodliwiania tego typu odpadow.

Zagadnienia te s3 wazne, niemniej, bardzo wiele aspektow nie zostato jeszcze w peini

udokumentowanych stosownymi badaniami. W niniejszej pracy sformulowano nast¢pujace
hipotezy, ktorych weryfikacja w intencji autorki wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie z
punktu widzenia odpowiedniego zagospodarowania cieczy pofermentacyjnych przed
wprowadzeniem ich do $rodowiska badz do systemu oczyszczalni §cickow:

1.

Wyspecjalizowane i adaptowane do niekorzystnych warunkow bytowania szczepy
drobnoustrojéw pro- 1 eukariotycznych: bakterii, mikroskopowych glondéw i
drozdzy, wyizolowane z réznorodnych, naturalnych siedlisk srodowiskowych, w
tym zwlaszcza z obszarow zanieczyszczonych antropogenicznie wykazuja
aktywno$ci biochemiczne pozwalajace je wykorzysta¢ do skutecznego
oczyszczania eutrofizowanych i ucigzliwych $ciekow przemystowych powstatych
w procesach fermentacji metanowej 1 ciemnej fermentacji wytwarzania
biowodoru..

Staranna selekcja i odpowiedni dobor izolatow opisanych w p.l. umozliwia
konstrukcje wielogatunkowych konsorcjéw mikrobiologicznych, przeznaczonych
do wspomagania procesOw oczyszczania cieczy pofermentacyjnych oraz do
likwidacji czynnikdéw toksycznych w nich zawartych.

Bior6znorodne konsorcja mikrobiologiczne wykazuja, w zestawieniu z
monokulturami poszczegdlnych szczepdéw, najwiekszg skuteczno$¢ biodegradacii
zanieczyszczen organicznych i eliminacji substancji biogennych w cieczach
pofermentacyjnych. Jest to skutkiem uzyskania efektu synergii wspotdziatajacych
ze sobg drobnoustrojow, a najwyzsza aktywnos¢ wykazywana jest przez mieszane
konsorcja bakteryjno-drozdzowe, i bakteryjno-algowe, jak rowniez dzialajace
sekwencyjnie uktady mieszane obejmujace bakterie, drozdze oraz mikroglony
izolowane ze $srodowiska.

Wiasciwosci cieczy pofermentacyjnych, a zwlaszcza podatnos¢ na bioremediacje i
toksyczno$¢, uwarunkowane sktadem frakcji organicznej i zawarto$cig biogenow,
réznig si¢ zaleznie od substratow uzytych do prowadzonego bioprocesu;
heterogeniczno$¢ tych odciekow stanowi podstawowy parametr warunkujgcy
opracowanie optymalnych metod biologicznego oczyszczania.
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Aby zweryfikowa¢ powyzsze hipotezy wyznaczono nastepujace cele naukowe:

Gléwnym zamierzeniem pracy byto opracowanie nowych, innowacyjnych,
wariantowych technologii wstepnego oczyszczania cieczy pofermentacyjnych poprzez
biokonwersj¢ ucigzliwych 1 potencjalnie toksycznych skladnikdbw z uzyciem
wyspecjalizowanych konsorcjéw mikrobiologicznych.

W badaniach zaplanowano i przeprowadzono szereg etapowych prac doswiadczalnych,
obejmujacych szczegdtowe analizy probek odciekow pofermentacyjnych, pochodzacych z
instalacji modelowych i rzeczywistych, poddanych bioremediacji w wielu uktadach
pracujagcych drobnoustrojow z grupy bakterii auto- i allochtonicznych, drozdzy
konwencjonalnych i niekonwencjonalnych oraz mikroskopowych glonéow srodowiskowych.
Podczas wykonywanych eksperymentow i testow realizowano cele szczegotowe, ktorymi

byty:

1. Ustalenie zmiennos$ci czasowej i miejscowo - specyficznej sktadu oraz obcigzenia
cieczy pofermentacyjnych, otrzymanych w warunkach uzycia roznych substratow do
biometanizacji.

2. Stwierdzenie wystepowania w odciekach pofermentacyjnych drobnoustrojow
autochtonicznych z okre$leniem ich przydatno$ci biotechnologicznej.

3. Testowanie toksycznosci odciekow  wzgledem wybranych drobnoustrojow
allochtonicznych, pochodzacych z roznych siedlisk $rodowiskowych, w tym
specjalistycznych bakterii i drozdzy, jak réwniez wzgledem osadow czynnych
pochodzacych z biologicznych oczyszczalni §ciekdw.

4. Prace nad selekcja i adaptacja, a nastgpnie badania monokultur bakterii
allochtonicznych, pozyskanych z gleby i wod zanieczyszczonych antropogenicznie
pod katem ich zdolnos$ci do usuwania zanieczyszczen W cieczach pofermentacyjnych.

5. Dobor biordéznorodnych konsorcjow bakteryjnych, drozdzowych, bakteryjno-
drozdzowych oraz bakteryjno-drozdzowych z komponenta mikroskopowych glonow,
zdolnych do usuwania biogenoéw i efektywnej bioremediacji zwiazkow potencjalnie
toksycznych w cieczach pofermentacyjnych.

6. Konstrukcja wyspecjalizowanych konsorcjow drobnoustrojow pro- i eukariotycznych,
przewidzianych do oczyszczania odciekow pofermentacyjnych charakteryzujacych sie
specyficznym sktadem. Ukierunkowane konsorcja majg w zamierzeniu postuzy¢ jako
szczepionki mikrobiologiczne do komoér napowietrzania, z perspektywa wytworzenia
osadow czynnych lub zt6z biologicznych w instalacjach biologicznego oczyszczalnia
sciekow.
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3.2 Materialy i metody

3.2.1 Material badawczy: ciecze pofermentacyjne
3.2.1.1 Odcieki po produkcji biogazu w warunkach laboratoryjnych

Produkcja biogazu w laboratoryjnej instalacji modelowej prowadzona byta w skali
utamkowo-technicznej na Politechnice Lodzkiej przez grupe kierowang przez prof. Sebastiana
Borowskiego. Komory biofermentorow zasilane byly roéznymi wariantami substratow:
osadami $ciekowymi (odciek oznaczony A), odpadami poubojowymi (B), wystodkami
buraczanymi (C+D), a takze pomiotem kurzym (E). Kazdy bioreaktor miat obj¢to$¢ robocza 3
dm?® i byt sprzezony z 4 dm® zbiornikiem na gaz umozliwiajacym zachowanie warunkow
beztlenowych 1 kontrol¢ dobowej produkcji biogazu. Reaktory dziataly w warunkach
fermentacji mezofilnej: temperaturze roboczej 35 £ 1°C z mieszaniem za pomocg mieszadla
mechanicznego (cykle pracy 80 obr./min przez 15 minut co godzing). Substrat surowy
wprowadzano do reaktora raz na dobe przy uzyciu pompy perystaltycznej. Przed kazda
suplementacja, z komory fermentacyjnej odprowadzano obje¢to$¢ cieczy réwna nowo
podawanej w celu utrzymania statej objgtosci roboczej. Pobrane probki cieczy, po oddzieleniu
osadu, stanowily materiat badawczy w prowadzonych analizach [Borowski i in. 2015].

Ryc. 10. Przyklad badanych odciekéw — kolba z ciecza powstala w wyniku fermentacji
pomiotu kurzego (odciek E)
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3.2.1.2 Ciecze pofermentacyjne po przemystowej fermentacji metanowej

Ciecze pofermentacyjne rzeczywiste pozyskano z reprezentatywnych, S$redniej
wielkosci instalacji do fermentacji metanowej zlokalizowanych w Polsce w Bicelsko Biatej
(odciek pochodzacy z tej oczyszczalni w dalszej czesci pracy opisywany jest jako odciek BB)
oraz w Krzeszowicach (odciek pochodzacy z tej oczyszczalni w dalszej czesSci pracy
opisywany jest jako odciek KK) i na Stowacji w miejscowosci Bosany (odciek w dalszej
czgéci pracy jest opisywany jako odciek BSZ). Instalacje te charakteryzowaly sie¢
wykorzystywaniem jednorodnego substratu organicznego oraz stabilnoscig warunkow
prowadzonej fermentacji metanowej. Odcieki BB i KK powstawaly w wyniku fermentacji
osadow z oczyszczalni miejskiej, natomiast odciek BSZ w wyniku zgazowania gnojowicy
swinskiej.

3.2.1.3 Odcieki pofermentacyjne po fermentacji ciemnej (wodorowej)

Ciecze pofermentacyjne powstajace podczas produkcji biowodoru zostaty pozyskane z
modelowego uktadu fermentoréw pracujacych w skali laboratoryjnej z Politechniki £.odzkiej
w ramach wspolpracy z prof. Sebastianem Borowskim. Proces ciemniej fermentacji
prowadzono w fermentorach o pojemnosci roboczej 1 dm® w trybie polciaglym z
dokarmianiem pracujacej biocenozy bakteryjnej i odprowadzaniem nadmiarowej cieczy raz
na dobe. Fermentacja przebiegala w warunkach mezofilnych (temp. 35 £+ 1°C) lub
termofilnych (55 + 1°C). Zaszczepem bakteryjnym niezbednym do uruchomienia procesu
fermentacji byly mikrobiologiczne konsorcja beztlenowe pobrane z mezofilowych
beztlenowych komér fermentacyjnych produkcji biogazu Miejskiej Oczyszczalni Sciekéw w
Lodzi. Wyjsciowe biocenozy sktadaty si¢ zarowno z bakterii wytwarzajacych wodor, jak i
niekorzystnych archeonow metanogennych. W celu inaktywacji niepozadanych sktadnikow,
konsorcja po pobraniu poddano przed zaszczepieniem do bioreaktoréw fermentacji ciemnej
wstepnej obrobcee termicznej w temperaturze 80°C przez 1,5 godziny.

Swieze wystodki buraczane przeznaczone do ciemnej fermentacji otrzymano od
producenta cukru w Dobrzelinie (Krajowy Zespot Przemystu Spozywczego, Oddziat
Cukrowni Dobrzelin, Polska). Ze wzgledu na sezonowos$¢ produkcji cukru, swieze wystodki
zbierano w okresie produkcji i przechowywano w temperaturze -18°C. Przed uzyciem
wystodki poddawano wstepnej obrobce scukrzajgcej preparatami enzyméw hydrolitycznych,
jak opisano w pracy zespotu prof. Borowskiego [Cieciura-Wtoch i in. 2020].

Do badan przekazano cztery odcieki pofermentacyjne. Pogrupowano je w pary: jedna
para pochodzita z procesow mezofilnych (M), a druga z procesow termofilnych (T). Probkami
analizowanych $ciekow byty plynne supernatanty (ciecze nadosadowe) otrzymane po
dekantacji zebranych mas pofermentacyjnych i przekierowaniu bogatych w substancje
organiczne osadow do etapu biometanizacji (ryc. 9). Kazda para supernatantow roznita si¢
zasadniczo pod wzgledem zawarto$ci fosforu nieorganicznego i z tego powodu probki
oznaczono jako ,P+” i ,P-”, aby okresli¢, odpowiednio, wysoki i niski poziom tego
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biogennego pierwiastka. Ostatecznie, badanym probkom $ciekow pofermentacyjnych nadano
oznaczenia: MP+, MP-, TP+ i TP- (szczegolowa charakterystyka znajduje si¢ w rozdziale

wyniki).

3.2.2 Material mikrobiologiczny — bakterie srodowiskowe, konsorcja
drobnoustrojow i osad czynny

W  testach toksycznosci oraz badaniach bioremediacji z wykorzystaniem
drobnoustrojoéw allochtonicznych, probki cieczy pofermentacyjnych zaszczepiano wybranymi
monokulturami bakteryjnymi lub konsorcjami drobnoustrojow pro- i eukariotycznych,
scharakteryzowanymi ponize;j.

Standardowo, drobnoustroje hodowano w optymalnych warunkach az do uzyskania
gestej zawiesiny o liczebnos$ci rzedu 108-10° jtk/mL. Nastepnie hodowle wirowano przy 7000
obr./min (bakterie) lub 3500 obr./min (drozdze) przez 10 min, a otrzymane osady biomasy
zawieszano w badanych odciekach. Podczas inkubacji analizowano zmiany liczebnos$ci
drobnoustrojow.

W  pracach badawczych obejmujacych obserwacje monokultur
drobnoustrojow w Srodowisku odciekOw pofermentacyjnych wykorzystano
opisane ponizej hodowle wybranych, czystych mikrobiologicznie szczepow
bakterii i drozdzy.

3.2.2.1 Bakterie

e Pseudomonas sp. 18 — jest to Gram-ujemna paleczka, wyizolowana w pracach
wczesniejszych ze $rodowisk zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi.
Wykazano, ze szczep ten jest zdolny do biodegradacji weglowodorow alifatycznych i
aromatycznych, a takze wielu innych ksenobiotykow (dane niepublikowane).

e Szczep Zoogloea ramigera promujacy tworzenie si¢ klaczkoéw w osadach czynnych
(obecnie przeklasyfikowany jako Shinella zoogloeoides) — jest Gram-ujemng bakterig
z rodziny Rhizobiaceae, zdolng do wytwarzania pozakomoérkowej macierzy sluzowe;j,
ktéra umozliwia flokulacj¢ osadu czynnego, a tym samym odgrywa kluczowa role w
ogoblnej skutecznosci oczyszczania Sciekow. Modelowy szczep Shinella zoogloeoides
DSM 287 otrzymano z Instytutu Leibniza DSMZ - Niemieckiej Kolekcji
Mikroorganizméw i Kultur Komodrkowych.

49



50:3269986232

3.2.2.2 Drozdze

Ze wzgledu na zdolno$¢ wielu gatunkdéw drozdzy do przyswajania amonowej formy
azotu i przeksztalcania go w glutaminian [Walker 1998], w do$wiadczeniach zastosowano
wybrane szczepy drozdzy konwencjonalnych i niekonwencjonalnych. Testowano nastgpujace
gatunkii szczepy: Saccharomyces cerevisiae s288-C (Kolekcja Instytutu Biologii Komorki,
Ukrainska Akademia Nauk, Lwow), Hansenula polymorpha NCYC 2309 (Pichia angusta,
obecnie: Ogataea polymorpha) (National Collection of Yeast Cultures, Wielka Brytania),
Trichosporon sp. CBM-84 (Kolekcja Drobnoustrojow Centrum Badan Mikrobiologicznych i
Autoszczepionek, Krakoéw), oraz Candida sp. D11 i Yarrowia lipolytica, pochodzace z
kolekcji Zespotu Badawczego Biochemii KBRiB UR.

3.2.2.3 Szczep mikroskopowych glonow i konsorcjum algowo-bakteryjne

Do biologicznego oczyszczania odcieku BB wykorzystano mikroglony Chlorella
sorokiniana szczep SAG 211-8k (Sammlung von Algenkulturen, Gottingen, Niemcy) oraz
wyizolowane ze $rodowiska konsorcjum ZTT-3, stanowigce mieszang biocenoz¢ glonowo-
bakteryjna z przewaga jednokomoérkowych zielonych glondéw nalezacych do gromady zielenic
(Chlorophyta). Konsorcjum ZTT-3 zostalo przez grupe wspotpracujacych badaczy z WBBIB,
UJ, pod kierunkiem prof. Przemystawa Malca, wyizolowane i wyselekcjonowane z
eutroficznego zbiornika wodnego o wysokim stopniu zanieczyszczenia zwigzkami
azotowymi.

Ryc. 11. Obrazy mikroskopowe konsorcjum ZTT-3 (po lewej) oraz szczepu Chlorella
sorokiniana SAG 211-8k [Fot. wlasna]
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3.2.2.4 Biopreparat ZB-01

Zrédtem bakterii, ktore przeznaczono do traktowania odcieku BB byta biocenoza ZB-
01, stanowigca wielogatunkowy biopreparat sktadajacy si¢ z tlenowych bakterii
srodowiskowych, wytworzony w oparciu o wczesniej wyizolowane 1 selekcjonowane szczepy
autochtoniczne, zasiedlajace obszary zanieczyszczone antropogenicznie. Konsorcjum ZB-01
hodowane jest w sposob ciagly (ryc. 12) i poddawane presji selekcyjnej poprzez
suplementacje mieszaning substancji ropopochodnych w celu utrzymania zestawu szczepow
zdolnych do aktywnego rozktadu zanieczyszczen weglowodorowych.

Biopreparat ZB-01 zostal opracowany w laboratoriach Zespotu Badawczego
Biochemii KBRIB UR w Krakowie. Jest to tlenowa, bior6znorodna i biologicznie
zrbwnowazona spoteczno$¢ bakterii, skladajaca si¢ z wielu naturalnie wystepujacych
szczepow $rodowiskowych, zdolnych do biodegradacji réznych trudno rozkladalnych
zwigzkow. Poszczegélne sktadniki bakteryjne zostaly wyselekcjonowane 1 wyizolowane
przez lata z miejsc silnie zanieczyszczonych zwigzkami organicznymi. Do najbardziej
znanych szczepow naleza pateczki Gram-ujemne, pateczki Gram-dodatnie i ziarniaki
nastgpujacych  rodzajow: Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, Ochrobactrum,
Chromobacterium, Citrobacter, Micrococcus, Flavobacterium, Serratia i Alcaligenes.
Konsorcjum ZB-01, po uzyskaniu stosownego certyfikatu higienicznego dopuszczajgcego
zastosowania w praktyce srodowiskowej, byto dotad szeroko wykorzystywane w projektach
bioremediacji do inicjowania i/lub stymulowania biodegradacji wg¢glowodorow
ropopochodnych w zanieczyszczonych wodach i glebach [Kaszycki i in. 2001;
Augustynowicz i in. 2013; Supel i in. 2013].

Ryc. 12. Bioreaktory z hodowlg biopreparatu ZB-01, Zespo6t Biochemii, KBRiB, UR
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3.2.25 Konsorcjum BLL

W przypadku odcieku BSZ zastosowano konsorcjum BLL, bgdace biordéznorodng
wspolnotg autochtonicznych drobnoustrojow amoniofilnych, wyodrgbnionych przez grupe
kierowang przez prof. Przemystawa Malca z mutu pochodzacego z silnie zeutrofizowanego i
zanieczyszczonego $ciekami bytowo-gospodarczymi obszaru naturalnie slonych jezior
(wschodnia Bulgaria). W celu wyhodowania aktywnego 1 biologicznie stabilnego konsorcjum
BLL, material z pozyskanych probek biologicznych byl wysiewany na ptynne i stale podtoza
zawierajace, jako jedyne zrédto substancji pokarmowych, odcieki pofermentacyjne o réznym
stopniu rozcienczenia. Obserwowano zdolno$¢ do aerobowego wzrostu mikroorganizmow w
roznych warunkach temperatury i o$wietlenia, a nast¢pnie izolowano pojedyncze kolonie,
ktére namnazano w warunkach wzrastajacego st¢zenia odciekow pofermentacyjnych celem
adaptacji do zaktadanych warunkéow docelowych prowadzonych testow.

3.2.2.6 Konsorcjum SB

W ramach badan toksycznosci cieczy pofermentacyjnych wobec réznych grup
drobnoustrojéw, utworzono konsorcjum bakterii glebowych oznaczone jako SB. Sklada si¢
ono z trzech szczepow: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium (obecnie Priestia megaterium) i
Rhizobium radiobacter. Bakterie te zostaly wyizolowane przez nasz zesp6l badawczy z
probek gleby rolnej, a nastepnie zidentyfikowane za pomoca molekularnego systemu
identyfikacji proteomicznej, jak opisano ponizej. Konsorcjum SB zostato utworzone przez
zmieszanie rownych objetosci monokultur bakteryjnych wyhodowanych wstepnie na podtozu
SNB oraz dalszg wspdlna hodowle prowadzong w temperaturze pokojowej przez co najmniej
dwa dni. Wszystkie bakterie wchodzace w sktad SB naleza do grupy PGPB (bakterii
sprzyjajacych wzrostowi roslin, ang. Plant Growth-Promoting Bacteria), znanych z
poprawiania wlasciwosci gleby 1 pozytywnego wptywu na rozwdj roslin.

3.2.2.7 Osad czynny

Osad czynny pochodzit z komory napowietrzania Centralnej Oczyszczalni Sciekéw
Przedsigbiorstwa Wodociggowego w Krzeszowicach. Probki pobierano w okresie wiosenno-
letnim oraz w dniu rozpoczgcia poszczegdlnych eksperymentéw tak, aby kondycja
drobnoustrojow byta jak najlepsza (ryc.13).
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Ryc. 13. Osad czynny bezpoSrednio po pobraniu z komory napowietrzania oczyszczalni
sciekow [Fot. wlasna]

O dobrej kondycji osadu §wiadczy brak zauwazalnych wolnoptywajacych bakterii, zwarta
struktura ktaczkow i obecnos$¢ orzgskow (organizmy wskaznikowe) [Kocwa-Haluch R. i
Wozniakiewicz 2011]

3.2.3 Podloza mikrobiologiczne i odczynniki chemiczne

Hodowle bakterii i drozdzy prowadzono w podlozach ptynnych w kolbach
mikrobiologicznych oraz na podtozach zestalonych agarem na szalkach Petri’ego. Uzyto
nastepujacych standaryzowanych podtozy:

1. Plynne podtoze wzrostowe SNB (ang. Standard Nutrient Broth) — optymalne do
wzrostu biomasy bakteryjnej (tab. 2).
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Tabela 2. Sklad plynnego podloza wzrostowego SNB, optymalnego dla bakterii

Nazwa podloza Skladnik Zawartos¢
Ptynne podloze wzrostowe | Pepton kazeinowy 15,0 g/L
(SNB)
Ekstrakt drozdzowy 3,00/L
NaCl 6,0 g/L

2. Podloze minimalne Bushnell-Haas (BH; Fluka Analytical; roztwér 3,27 g/L) -
minimalna bakteryjna pozywka hodowlana stosowana w ocenie toksyczno$ci i

badaniach oczyszczania $ciekow (tab. 3).

Tabela 3. Sklad podloza minimalnego Bushnell-Haas (BH)

Nazwa podloza Skladnik Zawartos¢
Podtoze minimalne (NH4)2S04 0,2 g/L
Bushnell-Haas
(BH) CaCL, 0,02 g/L
K2HPO,4 1,0 g/L
KH2PO, 1,0 g/L
NH4NO; 1,0 g/L
FeCls 0,05 g/L
NaCl 2,0 g/L
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3. Agar wzbogacony (AW, Biomaxima, Polska) — optymalne podloze przygotowywane
byto jako 2,5% zawiesina agaru wzbogaconego w wodzie destylowanej. Odwazano
7,5g suchego podtoza i zawieszano w 300 mL wody destylowanej. Na ptytki Petri’ego
rozlewano na gorgco, bezposrednio po sterylizacji w autoklawie. Bylo to podtoze
stale, przeznaczone do hodowli bakterii na szalkach Petriego, odpowiednie do analizy
liczebno$ci drobnoustrojow metoda posiewow plytkowych oraz do izolacji czystych
mikrobiologicznie szczepow (tab. 4).

Tabela 4. Sklad podloza agar wzbogacony (AW)

Nazwa podloza Skladnik Zawartos¢
Agar wzbogacony (AW) Ekstrakt migsny 0,4 g/L
Pepton 4,0 g/L
Ekstrakt drozdzowy 1,7 g/L

Enzymatyczny  hydrolizat | 5,4 g/L

kazeiny
Agar bakteriologiczny 14,0 g/L
NaCl 3,5¢0/L

4. Agar Sabouraud z chloramfenikolem Lab-Agar (SAB, Biomaxima, Polska; roztwor 65
g/L z dodatkiem 15 g/L agaru bakteriologicznego) — zestalone agarem podtoze
specyficzne dla drozdzy i1 pozostatych grzyboéw mikroskopowych, stosowane jako
selektywne podtoze do izolacji i oczyszczania szczepow drozdzy (tab. 5).
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Tabela 5. Sklad podloza Agar Sabouraud z chloramfenikolem (SAB)

Nazwa podloza Skladnik Zawartos¢
Agar Sabouraud z Pepton kazeinowy 5009/L
chloramfenikolem

(SAB) Pepton migsny 5,00/L
D (+) glukoza 40,0 g/L
Chloramfenikol 0,5g/L
Agar bakteriologiczny 15,0 g/L

5. Podtoze YPD (ang. Yeast Extract Peptone Dextrose) — podtoze state, odpowiednie do

analiz liczebnos$ci drozdzy) (tab. 6).

Tabela 6. Sklad podloza YPD

Nazwa podloza Skladnik Zawartos¢
Podtoze YPD Pepton kazeinowy 20,0 g/L
Ekstrakt drozdzowy 10,0 g/L
Glukoza 20,0 g/L
Agar bakteriologiczny 20 g/L

6. Plynne podtoze YCU (ang. Yeast Common Use) — optymalne do hodowli biomasy

drozdzy w zawiesinie
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Tabela 7. Sklad podloza ptynnego YCU

Nazwa podloza Skladnik Zawartos¢
Ptynne podtoze YCU Pepton kazeinowy 2,0 0/L
Ekstrakt drozdzowy 20,0 g/L
Glukoza 10,0 g/L
Mieszanina soli mineralnych | (NH4).SO;4 (3,0 g/L),

CaCL, - 6 H,0 (0,2 g/L),
KH,PO, (0,5 g/L),

MgS0, - 7 H,0 (0,3 g/L)

Specjalistyczne podtoze stosowane do hodowli konsorcjum mikrobiologicznego:
biopreparatu ZB-01, sktadajacego si¢ z bakterii sSrodowiskowych degradujacych weglowodory

ropopochodne. Byto ono uzyte do oceny toksycznosci sciekow DF, (tab.8).

Tabela 8. Sklad podloza ptynnego do hodowli biopreparatu ZB-01

Nazwa podloza Skladnik Zawarto$¢
Podtoze do hodowli Pepton kazeinowy 0,25 g/L
biopreparatu ZB-01
Ekstrakt drozdzowy 0,25 g/L
CH3COONa 500/L
(NH4)2S04 (3,0 g/L),

Mieszanina soli mineralnych

CaCL, - 6 H,0 (0,2 g/L),
KH,PO, (0,5 g/L);

MgS04 - 7 H,0 (0,3 g/L)

57




58:3505318668

Podloza byly przygotowywane jako suche nawazki poszczegélnych sktadnikow, a
nastgpnie zawieszane w okre$lonej objetosci. Po dokladnym rozpuszczeniu, poditoza
sterylizowano w autoklawie parowym pod ci$nieniem 1 atmosfery, w temperaturze 121°C,
przez 15-30 min (w zaleznosci od zalecen producentow).

Pepton kazeinowy (pankreatynowy hydrolizat kazeiny) i1 ekstrakt drozdzowy
otrzymano z firmy Biocorp, Polska. Sole mineralne pochodzity z Lach-Ner, Czechy lub
POCH, Polska. Wszystkie inne odczynniki chemiczne posiadaty stopien czystosci
analityczne;j.

Zastosowane dodatkowe Zrédla wegla. W prowadzonych pracach badawczych, jako
zrodta wegla do suplementacji odcieku KK (niska zawarto$¢ frakcji organicznej) postuzyty
(podane w stezeniach 10,0 g/L): octan sodu, metanol, mannitol, sorbitol, glukoza i sacharoza
(wszystkie produkcji POCh, Gliwice).

3.2.4 Metody badawcze i analityczne

3.2.4.1 Monitoring mikrobiologiczny — analizy réznorodno$ci mikroorganizmow, ich
liczebno$ci i dynamiki zmian populacji

Gestos¢ populacji drobnoustrojéw w zawiesinach hodowlanych oceniano przez
okreslenie liczebno$ci komoérek zmodyfikowana metoda seryjnych rozcienczen wg Kocha
[Kaszycki i in. 2014].

Do zestawu jatowych proboéwek odmierzano po 4,5 lub S5SmL jatowej soli
fizjologicznej. Nastepnie w celu uzyskania 10-krotnego rozcienczenia odmierzano 0,5mL
hodowli drobnoustrojow, natomiast w celu uzyskania 100-krotnego rozcienczenia, 50 pL
zawiesiny komorek. Tak przygotowane rozcienczenia wyjsciowych hodowli wysiewano na
szalki Petri’ego zawierajagce wzrostowe podloza agaryzowane (2,5 % agar wzbogacony) w
przypadku bakterii lub agar Sabourauda (SAB) w przypadku drozdzy, a nastgpnie
rOwnomiernie rozprowadzano po powierzchni podtoza.

Ptytki inkubowano przez 3 dni w temperaturze 25°C. Nastgpnie dokonywano odczytu
ptytek: liczono rozwinigte kolonie (jtk — jednostka tworzaca kolonie) i wynik przeliczano w
taki sposob, aby wyrazi¢ czgstos¢ wystgpowania komodrek na 1 mL probek wyjsciowych,
czyli liczbe jtk/mL. Posiewy wykonywano w dwoch niezaleznych powtdrzeniach
rozcienczen, a wynik koncowy podawano jako $rednig uzyskanych analiz otrzymana po
uwzglednieniu kolejnych rozcienczen.

Podobnie, jak przy okreslaniu gestosci drobnoustrojéw w zawiesinach hodowlanych,
wykonywano analogiczne analizy w trakcie obserwacji dynamiki zmian populacji podczas
inkubacji poszczegdlnych drobnoustrojow z odciekami, a takze w testach toksycznosci.

Roéznorodnos¢ drobnoustrojow okreslano na podstawie identyfikacji odrgbnych
morfotypow kolonii rozwijanych na ptytkach oraz obserwacji mikroskopowych komorek
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drobnoustrojéw w preparatach utrwalonych i wybarwionych metoda Grama (patrz pkt. 3.2.4.3
13.2.4.4).

3.2.4.2 Turbidymetryczna metoda oznaczania gestosci biomasy drobnoustrojéw

W przypadkach braku zanieczyszczen zawiesing czastek stalych, oznaczenia gestosci
biomasy w hodowlach plynnych i podczas inkubacji w odciekach prowadzono rowniez
metoda pomiaru gestosci optycznej (OD, ang. Optical Density), wykonywanych z
wykorzystaniem spektrofotometru DR 5000 UV-VIS, HACH. Pomiary wykonywano przy
dhugosci fali A=600 nm dla bakterii oraz 540 nm dla drozdzy. Probki pobrane z fazy
rozpoczynajacej sie hodowli mierzono bez rozcienczefi. Natomiast dla hodowli w fazie
intensywnego wzrostu wykonywano 3- i 6-krotne rozcienczenia solg fizjologiczna, tak aby
otrzyma¢ wartos¢ OD wynoszaca okoto 1,0. Gesto$¢ optyczng mierzono kazdorazowo przy
zaktadaniu do$wiadczen toksycznos$ci badz oczyszczania cieczy pofermentacyjnych.

3.2.4.3 Barwienie preparatow metodg Grama

Monokultury bakteryjne przesiewano na podioze wzrostowe dla bakterii na 48h przed
przeprowadzeniem wstepnego oznaczenia identyfikacjyjnego. Barwienie preparatow metoda
Grama prowadzono wedlug procedury standardowej [Prescott i in. 2002]. W celu wykonania
barwienia przygotowano zestaw odttuszczonych szkietek podstawowych. Nastgpnie na tak
przygotowane szkietka podstawowe nakladano jalowa eza bakteriologiczng niewielka ilo$¢
czystej hodowli bakteryjnej pobranej bezposrednio z szalki Petrie’go. Na preparat nakrapiano
krople jatowej wody destylowanej i wykonywano rozmaz, po czym preparat pozostawiano do
wyschnigcia. Kolejnym krokiem bylo utrwalenie preparatu poprzez jego trzykrotne ogrzanie
nad ptomieniem palnika gazowego. Na utrwalony preparat naktadano kolejno roztwor fioletu
krystalicznego (60s), po czym zmywano jego nadmiar solg fizjologiczng 1 nawastwiano ptyn
Lugola. Po uptywie 60s cato$¢ ptukano delikatnie w alkoholu etylowym (10 — 20s). Ostatnim
etapem bylo dobarwienie preparatu roztworem safraniny. Po 30s, w celu zmycia nadmiaru
barwnika, preparat przeplukiwano woda destylowana 1 prowadzono obserwacje
mikroskopowe.

3.2.4.4 Analizy mikroskopowe preparatéw mikrobiologicznych

Obserwacje mikroskopowe prowadzono w mikroskopie $wietlnym model Eclipse
E200 z obiektywami CFI E Plan Achromat, Nikon, Japonia) w potaczeniu z kamera (model
D5100, Nikon, Japonia). Bakterie obserwowano pod tagcznym powigkszeniem 1000x z
wykorzystaniem olejku immersyjnego.
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3.2.45 Badania toksycznosci Sciekow pofermentacyjnych

Allochtoniczne monokultury bakteryjne i konsorcja drobnoustrojéw przetestowano
pod katem ich tolerancji na ciecze pofermentacyjne, monitorujac przezywalnos¢ komorek po
inkubacji wstepnie wyhodowanej biomasy z kazdym z odciekéw. Bakterie (Pseudomonas sp.
18, Shinella zoogloeoides DSM 287), drozdze (Saccharomyces cerevisiae, Candida sp. D11,
Hansenula polymorpha, Trichosporon sp., Yarrowia lipolytica) oraz konsorcja SB i ZB-01,
wstepnie hodowano w optymalnych warunkach (podtoze SNB w przypadku bakterii lub YCU
dla drozdzy), w temperaturze pokojowej, zapewniajagc wytrzgsanie obrotowe przy 130
obr./min przez co najmniej 72 h, a nastepnie wirowano biomase przy 7000 obr./min (bakterie)
lub 3500 obr./min (drozdze) przez 10 min. Otrzymane osady biomasy ponownie zawieszano
w podiozu minimalnym Bushnell-Haas w objetosci takiej, aby OD po 10-krotnym
rozcieficzeniu wyniosto 1,0, co odpowiadato liczebnosci w zakresie od 10° do 10 jtk/mL.
Nastepnie, kazda hodowla zaszczepiono odciek w stosunku objetosciowym 1:9 i inkubowano
przez 7 dni stosujagc wytrzasanie obrotowe (130 obr./min) w temperaturze 25°C w sterylnych
kolbach mikrobiologicznych o pojemnosci 100 mL przy koncowej objetosci probki 20 mL.
Przed inokulacja poszczegdlnymi hodowlami $cieki poddawano wirowaniu (7000 obr./min
przez 10 min) w celu usunigcia wszelkich szczepoOw rodzimych. Podczas prowadzenia testow
toksycznos$ci okre§lano gestos¢ populacji komorek na poczatku eksperymentu, a nastepnie po
1, 3 i 7 dniach traktowania. W wariancie kontrolnym biomasa poszczegdlnych
drobnoustrojéw wprowadzana byta w stosunku objetosciowym 1:9 do minimalnego podioza
ptynnego BH i inkubowana jak wariant z odciekiem.

W niezaleznym cyklu doswiadczen zbadano réwniez wplyw odciekow na wybrane
parametry osadu czynnego pobranego z komory napowietrzania oczyszczalni $ciekow. Probki
osadu czynnego traktowano $ciekiem w stosunku objetosciowym 1:4 przez 7 dni stosujac
napowietrzanie poprzez wytrzasanie obrotowe przy 130 obr./min, w temperaturze 25°C w
kolbach o pojemno$ci 250 mL (objetos¢ probki 100 mL). Odpowiednie probki kontrolne
otrzymano przez zmieszanie osadu czynnego ze sterylng woda (1:4 v/v) i inkubacje w
identycznych warunkach. Zdolnos¢ osadu czynnego do sedymentacji oceniono na podstawie
obliczenia wskaznika objetosci osadu Mohlmana (SVI) wedlug procedury zgodnej z literaturg
[Gajkowska-Stefanska 1 in. 2007]. Wolno zyjace bakterie oznaczano w cieczach
nadosadowych zebranych po sedymentacji osadu, metodg seryjnych rozcienczen wedlug
Kocha, jak opisano powyzej. Ponadto, analizowano morfologie ktaczkow, ktorg
udokumentowano za pomoca mikroskopii optycznej przy powigkszeniu 400x lub 1000x.
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Ryc. 14. Lej Imhoffa z osadem czynnym w trakcie analiz zdolnos$ci sedymentacyjnych

3.2.4.6 Izolacja oraz identyfikacja autochtonicznych szczepow wystepujacych w
cieczach pofermentacyjnych

Drobnoustroje wystepujace w odciekach po fermentacji wodorowej, ze wzgledu na ich
potencjalng przydatnos¢ w bioremediacji odciekow, zdecydowano si¢ wyizolowaé i 0czyscié
do czystosci mikrobiologicznej z przeznaczeniem do dalszych prac. Izolacje¢ prowadzono
technikg posiewu redukcyjnego na plytki mikrobiologiczne zawierajace agar wzbogacony w
przypadku bakterii i podtoze SAB w przypadku drozdzy. Odpowiednie objetosci (25 — 100
ul) nierozcienczonych surowych odciekoéw wysiano bezposrednio na plytki z odpowiednim
podtozem i inkubowano w temperaturze pokojowej. Po 24 — 48 h inkubacji, ptytki
mikrobiologiczne zostaly doktadnie zbadane, po czym wybrano dobrze rozwinigte kolonie
drobnoustrojow, ktore przeniesiono za pomocg ezy bakteriologicznej na podioze state (AW
dla bakterii i SAB dla drozdzy) i kontynuowano ich hodowl¢ poprzez ponowne posiewanie
metoda redukcyjng, w celu dalszego oczyszczenia izolowanego szczepu. Dla kazdego typu
kolonii rejestrowano morfologi¢, wielkos¢, ksztatt i wzorzec wzrostu. Nastgpnie wybrano
przedstawicieli charakterystycznych kolonii, przeniesiono do podtoza ptynnego (odpowiednio

61



62:1556522412

SNB dla bakterii i YCU drozdzy) i kontynuowano hodowlg w celu otrzymania materiatu do
wstepnej identyfikacji metoda barwienia Grama, do poddania analizie identyfikacyjnej za
pomocg diagnostyki molekularnej, a takze do przechowywania w kolekcji mikroorganizmow.
Wszystkie zidentyfikowane autochtoniczne izolaty bakteryjne oraz jeden izolat drozdzowy
wykorzystano do opracowania ukierunkowanego konsorcjum mikrobiologicznego, majacego
na celu biologiczne oczyszczanie toksycznych odciekow pofermentacyjnych produkcji
biowodoru.

3.2.4.7 Wstepne oczyszczanie odciekéw pofermentacyjnych przy uzyciu konsorcjum
mikroalg i bakterii

W odcieku BB, ktory charakteryzowal si¢ wysokim poziomem azotu amonowego,
wyjatkowo niekorzystnym stosunkiem C:N i wysoka toksycznoscig wzgledem bakterii i
drozdzy allochtonicznych, podj¢to probe wstgpnego oczyszczenia przy uzyciu konsorcjum
bakteryjno-algowego.

W tym celu do 120 mL odcieku pofermentacyjnego dodawano 40 mL wody
destylowanej (kontrola) lub 40 mL zawiesiny konsorcjum mikroskopowych glonow ZTT-3 o
stezeniu chlorofilu wynoszacym 14+1,5 pg/mL i hodowano w kolbach o pojemnosci 250 mL,
wytrzasanych w celu napowietrzenia (120 obr./min) przez 14 dni, przy natgzeniu $wiatta
biatego wynoszacym 70 umol/(mz-s), w fotoperiodzie 16 h $wiatla, 8 h ciemnosci 1 w temp.
23°C.

Po 7 dniach do wariant zawierajgcego konsorcjum ZTT-3 doszczepiano biomase
glonow Chl. sorokiniana, uzyskang z odwirowania 40 mL hodowli o st¢zeniu chlorofilu 14
pg/mL. W kolejnych dniach (1, 7, 1 14) prowadzonego doswiadczenia analizowano st¢zenie
jonéw NH;*, PO4> oraz oznaczano chemiczne zapotrzebowanie tlenu (ChZT) (szczegoly w
punkcie 3.2.4.11). Stezenie chlorofilu w acetonowych ekstraktach mierzono
spektrofotometrycznie [Lichtenthaler 1987]. Zdj¢cia mikroskopowe wykonano za pomoca
kamery cyfrowej DLT-CAM Basic 2MP (Delta Optical Sp.J., Polska).

Opisana w tym punkcie czg$¢ badan prowadzona byla w $cistej wspotpracy z grupa
badawczg kierowang przez prof. Przemystawa Malca, WBBIB, UJ w Krakowie.

3.2.4.8 Badania oczyszczanie Sciekow po fermentacji metanowej z wykorzystaniem
bakterii i drozdzy

Odcieki po fermentacji metanowej poddano oczyszczaniu w modelowych badaniach
laboratoryjnych poprzez inkubacje¢ 20 mL probek w 100 mL kolbach stozkowych w
temperaturze 25°C, z wytrzasaniem obrotowym (130 obrotow na minutg) w celu zapewnienia
napowietrzenia umozliwiajacego tlenowy wzrost mikroorganizméw. Standardowa analiza
biologicznego oczyszczania trwala 7 dni. Ze wzgledu na odmienna charakterystyke odciekow,
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zastosowano zindywidualizowane podejscia do oczyszczania poszczegdlnych probek.
Kierowano si¢ stosunkiem C:N, toksyczno$cig odcieku i podatnos$cia na mikrobiologiczne
oczyszczanie.

Wykonano nast¢pujgce warianty doswiadczalne:

1. doswiadczenie kontrolne ze szczepami autochtonicznymi  wystepujagcymi w
poszczegolnych rodzajach odciekow (bez inokulacji) — zastosowano w przypadku
odciekow modelowych (A, B, C+D i E) i pochodzacych z instalacji produkcji biogazu
(BB, KK i BSZ).

2. wariant uwzgledniajacy zaszczepianie odciekow biomasg drozdzy, Do badan wybrano te
szczepy, ktore w ramach wczesniej przeprowadzonych testow toksycznosci wykazaly
wysoka przezywalno$¢, to znaczy tolerowaty $rodowisko odciekow — zastosowano w
przypadku odciekow modelowych (A, B, C+D i E) i pochodzacych z instalacji produkcji
biogazu (BB, KK).

3. oczyszczanie odciekow modelowych (A, B, C+D i E) oraz odcieku BB otrzymanego po
biometanizacji osadow $ciekowych, biopreparatem s$rodowiskowym ZB-01 w stosunku
9:1. Przed dodaniem do odcieku biopreparat byl inkubowany w pozywce minimalne;j
zawierajacej jedynie sole mineralne (opisane powyzej), w celu poddania presji glodowej
drobnoustrojow W nim zawartych.

4. oczyszczanie odcieku BSZ otrzymanego po zgazowaniu gnojowicy $winskiej, poprzez
bioagumnetacje konsorcjum BLL.

5. wariant z mieszang biocenozg bakteryjno-drozdzowa stosowany do oczyszczania odcieku
BB. Komponent bakteryjny stanowit biopreparat ZB-01. Testowano dwa szczepy
drozdzy: Trichosporon sp. oraz Candida sp. DI11. Szczepy drozdzy, podobnie jak
biopreparat bakteryjny ZB-01 wcze$niej namnazano i mieszano bezposrednio przed
eksperymentem. Komponent mikrobiologiczny stanowit 10% objetosci koncowe;j
mieszaniny inkubacyjnej. Jako kontrole stosowano odciek rozcienczony w stosunku 9:1
podtozem YCU.

6. Wstepne oczyszczanie odcieku BB przy uzyciu mikroalg (szczegoty w pkt. 3.2.4.7.).
Odciek po oczyszczaniu wstgpnym byl nastgpnie inkubowany z osadem czynnym
pochodzacym z oczyszczalni biologicznej, aby sprawdzi¢ czy zmianie ulegl stopien jego
toksycznosci (odciek przed oczyszczaniem mikroalgami wykazywat toksycznos¢
wzgledem osadu czynnego). Oznaczono réwniez parametry odcieku przed i po 7 dniowej
inkubacji z osadem czynnym, w celu okreslenia stopnia eliminacji zanieczyszczen, a w
szczegbdlnosci azotu amonowego.
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7. Opracowany dodatkowy wariant obejmujacy zabiegi biostymulacyjne w celu zwigkszenia
aktywnosci bioremediacyjnej drozdzy Trichosporon sp. Drozdze te jako jedyne byly
zdolne do aktywnej eliminacji azotu amonowego w odcieku KK. Jednakze w warunkach
stwierdzonego niewielkiego dostepu zrodet wegla modulowano proporcje C:N poprzez
suplementacje dodatkowymi Zroédtami wegla w celu zwigkszenia wydajnoS$ci przyswajania
zwiagzkow azotu.

3.2.4.9 Oczyszczanie Sciekow fermentacji ciemniej

Odcieki ciemnej fermentacji poddano oczyszczaniu w modelowych badaniach
laboratoryjnych w warunkach analogicznych do prowadzonych testow biooczyszczania
cieczy po biometanizacji substratow, to znaczy prowadzac 7-dniowa inkubacje probek o ob;j.
20 mL w 100 mL kolbach stozkowych, w temperaturze 25°C, z wytrzasaniem obrotowym
(130 obr./min) zapewniajagcym warunki tlenowego wzrostu drobnoustrojow. Zastosowano
trzy warianty doswiadczalne:

1. wariant kontrolny, w ktorym badano aktywno$¢ wylacznie szczepdw autochtonicznych
wystepujacych w poszczegolnych rodzajach $ciekow (odcieki nieszczepione dodatkowo
bakteriami allochtonicznymi);

2. Biologiczne oczyszczanie przy uzyciu izolatu drozdzowego Yarrowia lipolytica
(zastosowano w przypadku odcieku MP+)

Ryc. 15. Szalka przedstawiajaca kolonie drozdzy Yarrowia lipolytica zastosowanych do
bioremediacji odcieku MP+
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3. Zaszczepienie konsorcjum drobnoustrojéw wytworzonym na bazie autochtonicznych
drobnoustrojéw wyizolowanych wczes$niej z wszystkich rodzajéw badanych cieczy
pofermentacyjnych. Hodowle wstepne prowadzono przez 72 godziny w 20 mL podtoza
SNB (bakterie) lub YCU (drozdze) w temperaturze pokojowej przy wytrzasaniu
obrotowym 130 obr./min), a nast¢pnie wirowano przez 10 min z predkoscig odpowiednio:
7000 obr./min lub 3500 obr./min dla bakterii i drozdzy. Wszystkie otrzymane osady
komorek dodano bezposrednio do 20 mL probek sciekow, delikatnie wymieszano w celu
uzyskania jednorodnych zawiesin i umieszczono na wytrzasarce obrotowej (wytrzasanie
jak wyzej), po czym rozpoczynano test biodegradacji.

Podczas prowadzenia obserwacji, wszystkie probki badano pod katem liczebnosci
drobnoustrojéw w celu monitorowania gestosci biomasy na poczatku eksperymentu (t0), a
nastepnie po 1, 3 1 7 dniach traktowania (odpowiednio t1, t3 i t7). Po zakonczeniu inkubacji,
probki $ciekéw byly poddane analizom w celu okre§lenia poziomu chemicznego
zapotrzebowania tlenu (ChZT), catkowitej zawartosci lotnych kwaséw thuszczowych (TVFA),
ogodlnego azotu i fosforu.

3.2.4.10 Diagnostyka mikrobiologiczna metoda analizy proteomicznej

Mikrobiologicznie czyste szczepy, przeznaczone do pelnej identyfikacji gatunkowej
hodowano w ptynnym podtozu optymalnym po zaszczepieniu jedng wyodrgbniong kolonig
bezposrednio z szalki Petri’ego. Drobnoustroje zostaty wczesniej scharakteryzowane technika
barwienia Grama (patrz: pkt. 3.2.4.3 i 3.2.4.4). Nastepnie, poszczegélne izolaty byty
ponownie posiewane na podloza zestalone agarem 1 przekazywane do molekularnej
identyfikacji proteomicznej za pomoca analizatora Bruker Biotyper®. Analizy wykonywano
na zlecenie w Laboratorium Mikrobiologicznym, Jagiellonskiego Centrum Innowacji w
Krakowie.

Zastosowana technika diagnostyczna, opracowana przez firm¢ Bruker Daltonics
GmbH & Co. KG (Niemcy), opiera si¢ na zautomatyzowanym systemie nowej generacji
pozwalajacym na jednoznaczng identyfikacje drobnoustrojow dzigki analizie metodg

spektrometrii masowej z wykorzystaniem desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej matryca
(MALDI -TOF MS) [Singhal i in. 2015].

Otrzymane dane proteomiczne byly reprezentowane przez unikalne profile pikow
(widma masowe) ,,odciskow palcoOw” i nastepnie poddane dopasowaniu do bazy danych widm
masowych wersji K Bruker MBT IVD Library (wydanie bazy danych z 2020 r.). Doktadno$¢
(jednoznacznos$¢) identyfikacji mikroorganizmdéw oceniano za pomocg wspoOtczynnika
identyfikacji (IF) obliczanego jako warto$¢ zlogarytmowang w zakresie od 0 do 3. Uzyskany
parametr IF pozwolit na okreslenie podobienstwa profilu do odpowiednich widm
referencyjnych w obrgbie wpisoOw bazy danych.
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Tozsamos¢ kazdego szczepu okreslano na podstawie uzyskanej wartosci IF i oceniano
ilo§ciowo przy uzyciu nastgpujacych kryteriow: IF > 2,0: identyfikacja o wysokim stopniu
pewnosci; dla IF w zakresie od 1,7 do 1,99: identyfikacja o niskiej pewnosci; IF < 1,7: brak
mozliwosci dokonania doktadnej identyfikacji. Nastepnie, informacja o dopasowanych i
zidentyfikowanych gatunkach drobnoustrojow zostata skierowane do bazy danych taksonomii
National Center for Biotechnology Information (NCBI) zarzadzanej przez NCBI/GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi). Na koniec, kazdy szczep
otrzymat okreslony numer identyfikacyjny taksonomii NCBL

3.2.4.11 Archiwizacja szczepow przydatnych w kolekcji drobnoustrojow
srodowiskowych

Wszystkie wyizolowane szczepy zabezpieczono przez zdeponowanie w kolekcji
drobnoustrojéw $rodowiskowych Zespotu Biochemii w temperaturze -80°C do dalszego
wykorzystania. Bank izolatbw utworzono przy uzyciu systemu Microbank™ (Pro-Lab
Diagnostics, Toronto, Kanada www.pro-lab.com) w oparciu o zestaw kriofiolek
zawierajacych porowate peretki stuzace jako no$niki dla drobnoustrojow, zanurzone w
roztworze kriokonserwujacym.

3.2.4.12 Metody analityczne

Warto$ci ChZT, zawarto$§¢ kwasow organicznych (TVFA ang. Total volatile fatty
acids), azotu ogodlnego, azotu amonowego i fosforu w probkach $ciekow oznaczano za
pomoca  zautomatyzowanego,  spektrofotometrycznego  modutu  mineralizacyjno-
analitycznego HACH-LANGE (Hach-Lange GmbH, Diisseldorf, Niemcy) wyposazonego w
spektrofotometr Hach DR 5000 UV-Vis i Dry Termostat LT200 jako urzadzenie do
mineralizacji, stosujac odpowiednie testy kuwetowe LCK (tab. 9) zgodnie z zaleceniami
producenta. Zawarto§¢ TVFA obejmowala gtoéwnie kwas octowy, propionowy i butanowy
(C2 — C4) i zostata wyrazona jako rownowaznik kwasu octowego w [mg/L].
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Tabela 9. Zestawienie testow LCK z podaniem zakresow oznaczalnosci analitow

Rodzaj testu LCK Oznaczane substancje/ Zakres
parametry
LCK 314 15-150 mg/L O,
ChzT
LCK 514 100—2000 mg/L O,
LCK 914 5-60 g/L O,
LCK 265 Kwasy organiczne 50—2500 mg/L
LCK 304 Azot amonowy (NH;*—N) 2-47 mg/L
LCK 338 Azot ogblny (Nog) 20—100 mg/L
LCK 348 Fosfor ogdlny (Pog) 0,5-5,0 mg/L
LCK 340 Azotany (NO3/NO,;—N) 5-35 mg/L

3.2.4.13 Analiza statystyczna wynikéow

Wszystkie wyniki podano jako wartosci $rednie £ odchylenie standardowe. Oceng
statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowego modutu ANOVA programu
Statistica 13.3 (StatSoft Polska, Krakow, Polska) na poziomie progu istotnosci p < 0,05. Testy
t-studenta oraz Scheffe'a wykorzystano do okreslenia istotnosci statystycznej roznic miedzy
stezeniami poszczegolnych zwigzkow ocenianych w testach wariantowych. Umieszczone w
tabelach w sekcji wyniki (Rozdziat 4) srednie znajdujace si¢ w danym wierszu, oznaczone

tymi sami literami, nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie istotnosci p = 0,05.
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4. Wyniki badan

4.1 Badania odciekow powstalych w wyniku fermentacji
metanowej w laboratoryjnej instalacji modelowej

4.1.1 Analiza fizykochemiczna i mikrobiologiczna odciekow

W pierwszym ectapie badan, analizowano ciecze pofermentacyjne otrzymane w
procesach biometanizacji réznych substratéw (osadow S$ciekowych, $ciekéw poubojowych,
wystodkow buraczanych i pomiotu kurzego) w modelowej instalacji produkcji biogazu
przygotowanych przez wspolpracujacy zespot Katedry Biotechnologii Srodowiskowej,
Politechnika Lodzka pod kierunkiem prof. Sebastiana Borowskiego. Nazwy poszczegdlnych
odciekow pochodzg od surowca, ktory byt wykorzystany w procesie fermentacji (osady
sciekowe, scieki poubojowe, wystodki buraczane, pomiot kurzy).

Wstepna charakterystyka surowych cieczy pofermentacyjnych pozyskanych z
laboratoryjnej instalacji produkcji biogazu ChZT zostata przedstawiona w tabeli nr 10.
Przeprowadzone analizy zawartos$ci azotu amonowego, fosforanéw oraz ChZT wykazaly, ze
warto$Ci poszczegdlnych parametréw roéznily si¢ w zalezno$ci od surowca, na bazie ktorego
powstal dany odciek oraz, ze w kazdej z przebadanych cieczy stezenie azotu amonowego byto
wysokie, mieszczac si¢ w zakresie od 884,5 mg/L (osady Sciekowe) do 3070 mg/L (pomiot
kurzy). Warto$¢ ta kilkudziesieciokrotnie, a w przypadku odcieku E ponad stukrotnie
przekracza obowiazujace normy (norma dla azotu ogdlnego (Nog) wynosi w $ciekach 30
mg/L — zgodnie z rozporzadzeniem [Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi
Srodladowej 2019]). W przypadku fosforu wartosci te wahaly sie znaczaco pomiedzy
poszczegolnymi odciekami i wynosity od 27 mg/L do 502,5 mg/L. Norma dla fosforu wynosi
10 mg/L, zatem wartosci fosforu w odciekach w kazdym przypadku byly przekroczone,
jednakze przekroczenia te nie byly tak wysokie jak w przypadku azotu [Rozporzadzenie
Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srédladowej 2019]. Ciecze charakteryzowaty sig
réwniez wysoka zmiennoscig obcigzenia zwigzkami organicznymi, wyrazonymi jako ChZT
(od 1194,5 mg O,/L (osad $ciekowy) a 18435 mg O,/L (Scieki poubojowe).
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Tabela 10. Wstepna charakterystyka surowych cieczy pofermentacyjnych pozyskanych
z laboratoryjnej instalacji produkcji biogazu obejmujaca zawartos¢ azotu i fosforu oraz
poziom ChZT

Nazwa odcieku Oznaczany Wartos¢
parametr
A — osady sciekowe ChzZT 1194,50 + 25,50 mg O,/L
NH; —N 884,50 + 24,50 mg/L
PO, —P 193,50 + 18,50 mg/L
B — $cieki poubojowe ChzZT 18435,00 + 2865,00 mg Oy/L
NH;" — N 1810,00 + 30,00 mg/L
PO, —P 502,5 + 0,50 mg/L
C+D - wyslodki buraczane ChzT 3759,00 + 19,00 mg O,/L
NH; —N 992,5 + 7,50 mg/L
PO —P 27,00 + 2,40 mg/L
E — pomiot kurzy ChzZT 7255,00 £ 235,00 mg O,/L
NH, —N 3110 + 40,00 mg/L
PO —P 75,90 + 0,30 mg/L

Ciecze pofermentacyjne badano pod katem obecnosci  drobnoustrojow
autochtonicznych. Dla kazdego z odciekow (A, B, C+D i E) wykonano barwienie metoda
Grama (ryc. 16 przedstawia zdjecia mikroskopowe wybarwionych preparatow
poszczegbdlnych odciekdow), co pozwolito okresli¢ jako§ciowo mikrobiote autochtoniczng.
Wykonano réwniez posiewy mikrobiologiczne odciekow metoda ptytkowa Kocha, w celu
okreslenia liczebnosci drobnoustrojow w nich zawartych. W wyniku przeprowadzonych
analiz wykazano, iz w cieczach pofermentacyjnych znajduja si¢ liczne gram dodatnie i gram
ujemne bakterie autochtoniczne (liczebnos¢ rzedu 107 jtk/mL, tab. 11).
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Ryc. 16. Obrazy mikroskopowe odciekow poddanych barwieniu Grama, pow. 1000x

Tabela 11. Liczebno$¢ mikroorganizmow  autochtonicznych w  cieczach
pofermentacyjnych

Nazwa odcieku Liczebnos¢ bakterii
autochtonicznych [jtk/mL]

A — osady §ciekowe 2,19-10"+3,10 - 10°

B — $cieki poubojowe 5,26 - 10"+ 2,05 - 10°
C+D — wyslodki buraczane 1,32-10"+5,50 - 10°
E — pomiot kurzy 1,26-10" + 1,57 - 10°
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4.1.2 Okreslenie potencjalu mikrobioty autochtonicznej w usuwaniu
zanieczyszczen

Odcieki poddano 7-dniowej inkubacji w warunkach napowietrzania, w celu okreslenia
potencjatu mikroorganizméw autochtonicznych do usuwania zanieczyszczan znajdujacych si¢
w poszczegdlnych cieczach pofermentacyjnych. W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia
zaobserwowano wzrost drobnoustrojow autochtonicznych w przypadku kazdego z odciekow
(ryc. 17), co $wiadczy o ich potencjale do namnazania si¢ w $rodowisku odciekow w
optymalnych do ich wzrostu warunkach (wyzsze natlenienie).

1E+10
1E+09
1E+08
m odciek A - osad
= 1E+07 $ciekowy
§ 1E+06
= m odciek B -
% 1E+05 Scieki
E poubojowe
o 1E+04
.E’ modciek C+D -
1E+03 wystodki
buraczane
1E+02
odciek E -
1E+01 pomiot kurzy
1E+00
T2 T3
Czas [dni]

Ryc. 17. Dynamika populacji bakterii autochtonicznych podczas inkubacji odciekéw A,
B, C+D i E w warunkach napowietrzania przez okres 7 dni

Na poczatku i na koncu eksperymentu wykonano pomiary ChZT, NH4" — N oraz PO
— P (tab. 12). St¢zenie azotu amonowego w odciekach po zakonczeniu doswiadczenia ulegt w
kazdym przypadku znacznemu obnizeniu (spadek kolejno o 85% — odciek A, 45% — odciek
B, 93% — odciek C+D, 75% — odciek E) . Tak wysoki stopien redukcji azotu amonowego
swiadczy o wysokim potencjale mikroorganizméw autochtonicznych w usuwaniu tego
rodzaju zwigzkow.
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W Zadnym z badanych odciekoéw nie zaobserwowano jednak spadku zawartosci PO
— P 1 poziomu ChZT w zwigzku w kolejnym etapie odcieki poddano bioaugmentacji
biopreparatem ZB-01.

Tabela 12. Wyniki analiz wybranych zanieczyszczen w odciekach pofermentacyjnych
przed inkubacjg (wartosci dla odciekow surowych, jak w tab. 10) i po 7-dniowej
inkubacji z mikroorganizmami autochtonicznymi

Nazwa odcieku Oznaczany Wartos$é — TO sciek Wartosé¢ — T7
parametr wirowany [mg/L] $ciek po inkubacji
[mg/L]
A — osad sciekowy ChzT 1194,50 + 25,50 a 1350,00 + 40,00 b
NH; —N 884,50 + 24,50 a 135,00 + 10,00 b
PO,> —P 193,50 + 18,50 a 207,00 + 2,65 a
B — $cieki poubojowe ChzT 18435,00 £ 2865,00a = 16850,00 + 180,23 b
NH; —N 1810,00 + 30,00 a 1000,00 + 20,00 b
PO,> —P 502,50 + 0,50 a 531+ 8,54 a
C+D — wyslodki buraczane |  ChZT 3759,00 + 19,00 a 3711,67 £40,10a
NH; —N 992,50 + 7,50 a 66,00 + 5,29 b
PO,> —P 27,00+ 2,40 a 27,13+2,01a
E — pomiot kurzy ChzZT 7255,00 + 235,00 a 6930 + 60,83 a
NH; —N 3110,00 + 40,00 a 789,33 +9,01b
PO,> —P 75,90+ 0,30 a 81,00 +8,19a

4.1.3 Testy toksycznosci cieczy pofermentacyjnych i analizy oczyszczania z
uzyciem biopreparatu ZB-01

W celu eliminacji wptywu drobnoustrojow autochtonicznych na proces oczyszczania
cieczy pofermentacyjnych przez drobnoustroje allochtoniczne, konsorcja mikrobiologiczne i
osady czynne, dalsze eksperymenty przeprowadzano z wykorzystaniem probek odciekow po
odwirowaniu.

W kolejnych etapach zastosowano biopreparat ZB-01, opracowany przez Zespot
Biochemii w ramach prac nad bioremediacja zanieczyszczen weglowodorowych. Jest to
bioréznorodne konsorcjum drobnoustrojow izolowanych ze $rodowisk zanieczyszczonych
antropogenicznie.

W  wyniku przeprowadzonych testow toksyczno$ci wykazano (ryc. 18), ze
drobnoustroje biopreparatu ZB-01 sg zdolne do przezycia i proliferacji w $rodowisku
badanych cieczy pofermentacyjnych. Podobnie jak w badaniach wczesniejszych, oznaczono
poziom pierwiastkow biogennych i warto§¢ ChZT przed i po inkubacji z biopreparatem.
Drobnoustroje zdolne byty do znaczacego obnizenia poziomu gléwnego zanieczyszczenia
odciekow czyli azotu amonowego (odpowiednio o 80% dla odcieku A, 55% dla odcieku B,
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93% dla odcieku C+D i 87% dla odcieku E) (tab. 13). Poziom ChZT i zawarto$¢ fosforu nie
ulegta z kolei zmniejszeniu, a w niektorych przypadkach obserwowany byt wzrost tych
parametréw, CO wiaze si¢ z wprowadzeniem gestwy biopreparatu ZB-01 do odciekdw.

1E+08

m biopreparat ZB-01 -
kontrola

1E+07

1E+06 = biopreparat ZB-01 +

odciek A - osad

1E+05 Sciekowy

= biopreparat ZB-01 +
odciek B - Scieki

Liczebnos¢ [jtk/mL]
=
m
+
(]
=

1E+03 poubojowe
biopreparat ZB-01 +

1E+02 odciek C+D -
wystodki buraczane

HEol m biopreparat ZB-01 +

1E+00 odciek E - pomiot

TO T1 T2 T3 T7 kurzy
Czas [dni]

Ryc. 18. Wyniki analiz toksycznosci odciekow pofermentacyjnych wzgledem
drobnoustrojow biopreparatu ZB-01. Kontrola — biopreparat ZB-01 inkubowany w
plynnym podiozu minimalnym (stupki niebieskie — kontrola, pozostale shupki —
poszczegoélne odcieki + biopreparat)

Tabela 13. Ocena efektywno$ci usuwania zwiazkéw biogennych i zanieczyszczen
organicznych z odciekow pofermentacyjnych przez biopreparat ZB-01. TO — poczatek
doswiadczenia, T7 — analizy po 7-dniowej inkubacji

Nazwa odcieku Oznaczany Wartos¢ — TO $ciek Wartos¢ — T7
parametr wirowany [mg/L] $ciek po
inkubacji
[mg/L]
A —osad sciekowy ChzT 975,00 £ 25,00 a 1035,00 £ 5,00 a
NHs —N 830,00+ 17,32a 164,67 £ 5,03 b
PO, —P 167,67 + 8,02 a 161,67 +1,15a
B — $cieki poubojowe ChzT 3710,00 + 50,74 a 5490,00 + 36,06 b
NH; N 1770,00 + 60,83 a 814,67 £12,86 b
PO, - P 496,00 + 6,66 a 477,00 + 23,43 a
C+D — wyslodki ChzT 2075,00 + 8,66 a 2030,00 + 30,00 a
buraczane NH; —N 985,67 + 5,13 a 63,50 + 1,00 b
PO,> —P 8,07+1,52a 21,83+1,76b
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E — pomiot kurzy ChzZT 4040,00 + 16,46 a 7733,33+30,55b

NH, =N 3153,33 + 55,08 a 402 + 27,51 b

PO, - P 51,40 + 0,87 a 131,67 + 12,58 b

74:2128647705

4.1.4 Badanie toksycznosci odciekow wzgledem drozdzy i okreSlenie

potencjalu wybranych szczepow w usuwaniu zanieczyszczen
Odcieki pofermentacyjne pochodzace z instalacji laboratoryjnej testowano rowniez po
zaszczepieniu hodowlami wybranych szczepéw drozdzy konwencjonalnych (Saccharomyces
cerevisiae) i niekonwencjonalnych (Candida sp. D11, Hansenula polymorpha, Trichosporon
sp.), pochodzacych z kolekcji Zespotu Biochemii (ryc. 19).

Testy toksycznosci wykazaly zroznicowang zdolno$¢ drozdzy do przezywania w
srodowisku poszczegélnych odciekow (ryc. 20 — 35). Szczepy Saccharomyces cerevisiae,
Candida sp. D11 i Hansenula polymorpha nie byly zdolne do przetrwania 7-dniowej
inkubacji w zadnej z cieczy pofermentacyjnych. Szczep Trichosporon sp. natomiast
wykazywat tolerancje na odciek A oraz odciek C+D, aczkolwiek jego liczebnos$¢ po inkubacji
byta znaczaco nizsza w stosunku do kontroli, ktora stanowita biomasa drozdzy inkubowana w
podlozu minimalnym.

Hansenula polymorpha Candida sp. D11

Saccharomyces cerevisae Trichosporon sp.

Ryc. 19. Zdjecia mikroskopowe hodowli badanych drozdzy, pow. 1000x

74




1E+07

1E+06 -
2 1E+405 -
2
= 1E+04 - _
9 ® Candida sp. D11 -
E 1E+03 - kontrola
g = Candida sp. D11 + odciek
2 1E+02 A
-

1E+01

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 20. Dynamika populacji drozdzy Candida sp. D11 (stupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek A + drozdze)

1E+07 -

1E+06 -
= 1
= 1E+05
=2
= 1E+04 -
9 m Hansenula polymorpha -
E 1E+03 - kontrola
g ® Hansenula polymorpha +
= 1E+02 - odciek A

1E+01 -

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 21. Dynamika populacji drozdzy Hansenula polymorpha (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek A + drozdze)

75

75:1134889091



1E+07

1E+06 -
2 1E+405 -
2
= 1E+04 - _
o) m Saccharomyces cerevisae
g 1E+03 - - kontrola
=
g m Saccharomyces cerevisae
= 1E+02 - + odciek A

1E+01 -

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 22. Dynamika populacji drozdzy Saccharomyces cerevisae (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek A + drozdze)

1E+07

1E+06 -
= 1
= 1E+05
=2
= 1E+04 - _
9 m Trichosporon sp. -
E 1E+03 - kontrola
N = Trichosporon sp. + odciek
=2 1E+02 - A
-

1E+01 -

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 23. Dynamika populacji drozdzy Trichosporon sp. (stupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek A + drozdze)
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Tabela 14. Ocena efektywno$ci usuwania zwiazkéw biogennych i zanieczyszczen
organicznych z odcieku A przez wybrane szczepy drozdzy

Nazwa szczepu Oznaczany | Warto$é — TO Sciek Wartos$¢ — T7
parametr zwirowany [mg/L] | $ciek po inkubacji
[mg/L]
Candida sp. D11 ChzT 975,00 £ 25,00 a 885,00 £5,00b
NH; —N 830,00 £ 17,32 a 864,33 +0,58a
PO,> - P 167,67 £8,02a 155,00 +5,00a
Hansenula polymorpha ChzT 975,00 + 25,00 a 1225,00 + 66,14 b
NH;" — N 830,00 £17,32a 606,00 £ 8,54 b
PO,> —P 167,67 + 8,02 a 189,33 +9,50a
Saccharomyces Chzt 975,00 £ 25,00 a 1380,67 + 20,03 b
cerevisiae NH; - N 830,00 +17,32a 431,00 +31,51b
PO,> - P 167,67 £8,02a 155,00 +5,00a
Trichosporon sp. ChzT 975,00 + 25,00 a 1555,00 + 42,72 b
NH;" — N 830,00 £17,32a 525,33+ 0,58b
PO,> —P 167,67 + 8,02 a 211,00 £10,15b
1E+07
1E+06 -
§1E+05 .
= 1E+04 -
o) m Candida sp. D11 -
S 1E+03 - kontrola
*‘3 = Candida sp. D11 + odciek
S 1E+02 - B
1E+01 -
1E+00 -
TO T1L T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 24. Dynamika populacji drozdzy Candida sp. D11 (stupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek B + drozdze)
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|

|

Liczebnos¢ [jtk/mL]

1E+07 -
1E+06
1E+05
= 1E+04 - m Hansenula
polymorpha -
1E+03 kontrola
3 1E402 m Hansenula
polymorpha +
1E+01 - odciek B
1E+00 n T T T
TO Tl T2 T3 T7

Czas [dni]

Ryc. 25. Dynamika populacji drozdzy Hansenula polymorpha (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek B + drozdze)

1E+07

1E+06 -
= A
= 1E+05
2
= 1E+04 - )
9 m Saccharomyces cerevisae
E 1E+03 - - kontrola
§ m Saccharomyces cerevisae
= 1E+02 - + odciek B

1E+01 -

1E+OO n T T T

TO Tl T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 26. Dynamika populacji drozdzy Saccharomyces cerevisae (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek B + drozdze)
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1E+07

1E+06 -
2 1E+405 -
2
= 1E+04 - .
o m Trichosporon sp. -
£ 1E+03 - kontrola
=
g = Trichosporon sp. + odciek
5’ 1E+02 - B

1E+01 -

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 27. Dynamika populacji drozdzy Trichosporon sp. (stupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek B + drozdze)

Tabela 15. Ocena efektywno$ci usuwania zwiazkéw biogennych i zanieczyszczen
organicznych z odcieku B przez wybrane szczepy drozdzy

79:1154455728

Nazwa szczepu Oznaczany Wartos¢ — TO Wartos¢ — T7
parametr | S$ciek zwirowany sciek po inkubacji
[ma/L] [mg/L]
Candida sp. D11 ChZT 3710,00 + 50,74 a 3925,00 + 25,00 a
NH; —N 1770,00 + 60,83 a 1738,00 + 38,63 a
PO, —P 496,00 + 6,66 a 434,33 +£5,13 b
Hansenula ChzT 3710,00 + 50,74 a 3030,33 + 30,50 b
Polymorpha NH,"~N | 1770,00+60,83a @ 1610,00 +17,32a
PO, -P | 496,00+ 6,66a 492,33 +2,52b
Saccharomyces ChzT 3710,00 £ 50,74 a 3145,00 £ 47,67 b
cerevisiae NH,"—~N | 1770,00 + 60,83 a 1020,00 + 26,46 b
PO, —P | 496,00+ 6,66a 428,33+ 7,640
Trichosporon sp. ChzT 3710,00 £ 50,74 a 3403,33 + 205,02 a
NH, =N | 1770,00+60,83a = 1110,00+17,32b
PO, -P | 496,00+ 6,66a 486,67 +5,77a
79




1E+07

1E+06 -
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Ryc. 28. Dynamika populacji drozdzy Candida sp. D11 (slupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek C+D + drozdze)

1E+07 -
1E+06
1E+05
1E+04 -
m Hansenula polymorpha -
1E+03 - kontrola
= Hansenula polymorpha +
1E+02 - odciek C+D
1E+01 -
1E+00 n T T T
TO T1 T2 T3 T7

Czas [dni]

|

|

Liczebnos¢ [jtk/mL]

Ryc. 29. Dynamika populacji drozdzy Hansenula polymorpha (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek C+D + drozdze)
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g m Saccharomyces cerevisae
= 1E+02 - + odciek C+D
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1E+00 n T T T

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 30. Dynamika populacji drozdzy Saccharomyces cerevisae (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek C+D + drozdze)

1E+07

1E+06 -
= 1
= 1E+05
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= 1E+04 - _
9 ® Trichosporon sp. -
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N = Trichosporon sp. + dciek
=2 1E+02 - C+D
-

1E+01 -

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 31. Dynamika populacji drozdzy Trichosporon sp. (stupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek C+D + drozdze)
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Tabela 16. Ocena efektywno$ci usuwania zwiazkéw biogennych i zanieczyszczen
organicznych z odcieku C + D przez wybrane szczepy drozdzy

Nazwa szczepu Oznaczany Warto$¢ — TO Sciek | Warto$¢ — T7
parametr zwirowany [mg/L] | $ciek po inkubacji
[mg/L]
Candida sp. D11 ChzT 2075,00 + 8,66 a 1885,67 + 145,25 a
NHs"— N 985,67 + 5,13 a 575,00 £ 47,70 b
PO, —P 8,07+1,52a 17,27+ 0,64b
Hansenula Polymorpha ChzT 2075,00 + 8,66 a 2333,33 £ 325,32 a
NH;" — N 985,67 £5,13a 831,67 +£18,93b
PO, -P 8,07+152a 18,67 + 0,58 b
Saccharomyces ChzT 2075,00 + 8,66 a 2545,00 £ 50,74 b
cerevisiae NH;"— N 985,67 + 5,13 a 910,00 £+ 10,00 b
PO,> - P 8,07+1,52a 23,00+ 1,00b
Trichosporon sp. ChzT 2075,00 + 8,66 a 2446,67 £45,09b
NH;"— N 985,67 + 5,13 a 890,00 £ 36,06 b
PO,> - P 8,07+1,52a 25,23+ 0,06 b
1E+07
1E+06 -
Elaos ]
= 1E+04 -
9 m Candida sp. D11 -
S 1E+03 - kontrola
S = Candida sp. D11 + odciek
S 1E+02 - E
1E+01 -
1E+00 -
TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

pomaranczowe — odciek E + drozdze)
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Ryc. 32. Dynamika populacji drozdzy Candida sp. D11 (stupki niebieskie — kontrola,




1E+07
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2 1E+05 -
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S
S 1E+02 - m Hansenula
- polymorpha + odciek

1E+01 - E

1E+00 -

TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 33. Dynamika populacji drozdzy Hansenula polymorpha (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek E + drozdze)

1E+07
1E+06 -
2 1E+05 -
2
= 1E+04 -
2
S 1E+03 - m Saccharomyces
3 cerevisae - kontrola
S 1E+02 -
-
1E+01 1 = Saccharomyces
1E+00 - cerevisae + odciek E
TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 34. Dynamika populacji drozdzy Saccharomyces cerevisae (stupki niebieskie —
kontrola, pomaranczowe — odciek E + drozdze)
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o m Trichosporon sp. -
£ 1E+03 - kontrola
=
g = Trichosporon sp. + odciek
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TO T1 T2 T3 T7
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Ryc. 35. Dynamika populacji drozdzy Trichosporon sp. (stupki niebieskie — kontrola,
pomaranczowe — odciek E + drozdze)

Tabela 17. Ocena efektywnos$ci usuwania zwiazkéw biogennych i zanieczyszczen
organicznych z odcieku E przez wybrane szczepy drozdzy

Nazwa szczepu Oznaczany | Wartosé — TO $ciek Wartos¢ — T7
parametr zwirowany [mg/L] | S$ciek po inkubacji
[mg/L]
Candida sp. D11 ChzT 4040,00 + 16,46 a 3945,00 + 25,00 a
NH;" — N 3153,33 + 55,08 a 2350,00 + 50,00 b
PO,> —P 51,40+ 0,87 a 72,67 +5,03 b
Hansenula Polymorpha ChzT 4040,00 + 16,46 a 3620,00 +52,92b
NH; —N 3153,33 + 55,08 a 2640 + 140,00 b
PO,> - P 51,40 +0,87 a 72,33+7,02b
Saccharomyces ChzT 4040,00 + 16,46 a 3300,00 + 100,00 b
cerevisiae NHs —N 3153,33 + 55,08 a 2620,00 + 10,00 b
PO,> —P 51,40+ 0,87 a 71,67+ 5,77b
Trichosporon sp. ChzT 4040,00 + 16,46 a 3492,67 £ 89,22 b
NH;" — N 3153,33 + 55,08 a 2840,00 + 87,18 b
PO, - P 51,40+ 0,87 a 74,17 +3,69b

Wiyniki zawarto$ci materii organicznej w odciekach po inkubacji z poszczegdlnymi
izolatami drozdzy w wigkszos$ci przypadkéw nie rdéznily si¢ znaczaco od odciekow
nietraktowanych. Zawarto$¢ azotu amonowego ulegta obnizeniu (tab. 14 — 17), jednakze
wydajno$¢ jego usuwania nalezy uznal za niewystarczajaca. Fosfor z kolei wykazywat
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tendencje¢ rosnaca, najprawdopodobniej na skutek wprowadzania dodatkowej puli fosforu
wraz z zaszczepiong biomasag.

Podejscie z wykorzystaniem potencjatu mikroorganizméw autochtonicznych okazato
si¢ znacznie bardziej skuteczne, zwlaszcza pod wzgledem eliminacji najbardziej ucigzliwego
zanieczyszczenia azotem amonowym niz w przypadku bioaugmentacji wybranymi szczepami
drozdzy.

4.2 Badania cieczy pofermentacyjnej pozyskanej z biogazowni
rolniczej — instalacji biometanizacji gnojowicy Swinskiej

W probkach surowej cieczy pofermentacyjnej BSZ, pochodzacej z biogazowni
zlokalizowanej na Slowacji, 0znaczono zawartosci zanieczyszczen.

Tabela 18. Charakterystyka cieczy pofermentacyjnej powstalej podczas biometanizacji
gnojowicy swinskiej (BSZ)

Parametr ChZT NH, =N PO, -P NO,/NO3— N
[mg O,/L] [mg/L] [ma/L] [mg/l]
Odciek BSZ 9702 +£ 101,13 | 2554 + 284,00 345+1,32 54,5+ 4,04

Oznaczona wartos¢ ChZT, dla danego typu odcieku koreluje z zawartoscia OWO
(ogdlnego wegla organicznego) [Miksch i Sikora 2010], czyli z obecnoscig przyswajalnych
zwigzkow wegla. Analiza ChZT w badanym odcieku wykazata, ze w odcieku BSZ, mimo
wysokiego poziomu NH*" — N, duzy tadunek zwiazkéw wegla objawiajacy si¢ wartoscia
ChZT bliska 10 000 mg/dm® pozwalat wnioskowaé o dobrych warunkach do namnazania
drobnoustrojow.

Badana  ciecz  charakteryzowala  si¢ = zawarto$cia  azotu = amonowego
kilkudziesieciokrotnie przekraczajaca obowigzujace normy (warto$¢ progowa okreslona dla
azotu ogolnego wynosi w $ciekach 30 mg/L — zgodnie z rozporzadzeniem [Rozporzadzenie
Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srodladowej 2019]). Réwnoczesnie, stezenia azotu
azotanowego (III) i (V) oraz fosforu ogdlnego (Poy) byly niskie i jedynie w niewielkim
stopniu przewyzszaly ustalone normy (warto$é normatywna dla Pog. wynosi 10 mg/L
[Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srodladowej 2019] (tab. 18).
Zgodnie z danymi literaturowymi, wartosci te nie sg toksyczne dla srodowiska oraz nie
przekraczaja poziomoéw uznawanych za optymalne dla wzrostu roslin uprawnych (55 — 100
mg/L dla Nog. i 60 — 80 mg/L dla Pog.) [Britto i Kronzucker 2002; Gerardi 2003].
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Z przedstawionych powyzej powodow, w dalszych doswiadczeniach nie prowadzono
obserwacji stezenia fosforu i skupiono si¢ na procesach zmierzajacych do spadku poziomu
azotu amonowego, ktory stanowit gtowny czynnik uciagzliwosci $Srodowiskowej oraz
zagrozenie toksycznoscig wobec roslin [Britto i Kronzucker 2002]. Badano jednak nadal
stezenie zwigzkow azotu azotanowego (III) 1 (V), aby wykluczy¢ badz potwierdzi¢ mozliwos¢
biotransformacji azotu amonowego na drodze nitryfikacji.

Analiza mikrobiologiczna surowego odcieku BSZ wykazata obecno$¢ licznych i
réznorodnych autochtonicznych bakterii (2,14 - 10” jtk/mL), a jednoczesnie nie stwierdzono
wystepowania drozdzy i innych grzybéw mikroskopowych. Mikrobiota autochtoniczna
sktadata si¢ zarowno z Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bakterii, ktoére wytworzyly
kilkanascie kolonii o odrebnych morfotypach na szalkach zawierajacych podtoze state
(wyniki nieprezentowane). Duza liczebno$¢ oraz bior6znorodnos¢ drobnoustrojow
autochtonicznych korelowata z wysoka zawartoscia ChZT wyznaczong dla probki BSZ, co
moglo by¢ zwigzane z obecnos$cig latwo przyswajalnego zrédta wegla, sprzyjajacego
wzrostowi biomasy.

W testach bioremediacji, ze wzgledu na wysoki tadunek azotu amonowego i materii
organicznej, wydtuzono czas inkubacji odcieku BSZ z autochtonami, do 14 dni. Jednoczes$nie
badano drugi wariant eksperymentalny, ktory uwzglgdnial, oprocz wykorzystania
mikroorganizméw autochtonicznych, bioaugmentacj¢ konsorcjum BLL (ryc. 36).

Liczebnos$¢ bakterii [jtk/mL]

T2 T T14
Czas [dni]

Ryc. 36. Dynamika populacji bakterii autochtonicznych (stupki niebieskie) i sumy
bakterii po bioaugmentacji odcieku BSZ konsorcjum BLL (slupki pomaranczowe)
podczas testu biooczyszczania
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Tabela 19. Wyniki analiz poziomu chemicznego zapotrzebowania tlenu oraz zawartosci
azotu amonowego, azotu azotanowego i azotynowego podczas testu bioremediacji
odcieku BSZ

TO T14
Rodzaj biocenozy | odciek BSZ odciek BSZ po odciek BSZ po
(surowy) inkubacji z bioaugmentacji
Parametry autochtonami konsorcjum BLL
ChZT [mg O,/L] 9702,00 +101,13a 475250+ 7,50b | 4562,00 + 188,00 b
NHz+ — N [mg/L] 2554,00 + 284,00 a | 1640,00 £ 74,64 b | 293,75+ 66,25 ¢
NO2/NO3™ - N [mg/L] 54,67 +£4,04 a 12,60+ 0,53 b 12,37+1,00b

W wyniku przeprowadzonych do$§wiadczen uzyskano znaczace spadki zawarto$ci
zanieczyszczen. Bioaugumentacja konsorcjum BLL przyniosta pozadany efekt intensyfikacji
oczyszczania cieczy — zawarto$¢ azotu obnizyta sie 88,5% (tab. 19). Stopien redukcji tego
biogenu w poréwnaniu z wariantem uwzgledniajacym jedynie drobnoustroje autochtoniczne
(redukcja o 36%), jest znaczaco wyzszy. Azot nie zostat przy tym przeksztalcony w formy
azotanowe, co $wiadczy o jego przyswojeniu przez mikroorganizmy w postaci biomasy.

Zawarto$¢ fosforu 1 poziom ChZT rowniez ulegly obnizeniu, w tym przypadku jednak
nie bylo znaczacych réznicy pomigdzy wariantami (spadek Pog 0 77% i spadek ChZT o ok.
50%) (tab. 19).

4.3 Badania odciekow powstajacych podczas fermentacji
metanowej osadow $ciekowych miejskich oczyszczalni $ciekow

4.3.1 Ciecze pofermentacyjne po biometanizacji osadéw Sciekowych w
Bielsku-Bialej
4.3.1.1 Analizy fizykochemiczne odcieku

W  probkach cieczy pofermentacyjnej BB oznaczono poziom chemicznego
zapotrzebowania tlenu (ChZT) oraz zawartoéci azotu amonowego (NH;" — N), azotu
azotanowego (Il i V, NO,/NOs — N) i fosforanow (POs> — P). Wyniki oznaczefi
przedstawiono w tabeli 20. Wartosci poszczegdlnych parametrow wskazujg na wysoki
poziom zanieczyszczenia odcieku BB zwigzkami biogennymi, w szczego6lnosci azotem
amonowym, jak réwniez §wiadczg o wyjatkowo niekorzystnym stosunku C:N, wynoszacym
0,45. Taki stan rzeczy moze wplywa¢ hamujaco na proliferacj¢ mikroorganizmow.
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Tabela 20. Charakterystyka odcieku BB po fermentacji beztlenowej osadow $ciekowych

w Bielsku-Bialej

Parametr ChzT NH; - N PO, -P NO,/NO3z— N
[mg Oy/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Odciek BB 482,00 £ 7,21 1071 £ 16,70 7,16 £ 1,26 44,00 £ 4,58

Zgodnie z przewidywaniami, odciek BB byl kolonizowany przez nieliczng mikrobiote¢
autochtoniczna, ktorej liczebnoéé¢ oznaczono jako 2,1- 10° jtk/mL.

4.3.1.2 Analizy i mikrobiologiczne i okreslenie potencjalu mikrobioty autochtonicznej
W usuwaniu zanieczyszczen

Przeprowadzono 7-dniowa inkubacj¢ odcieku BB w warunkach napowietrzania. Po
zakonczeniu doswiadczenia, zwraca uwagg fakt, ze 3-dniowa inkubacja odcieku w warunkach
napowietrzania (ryc. 37) pozwolita na niemal 100-krotny przyrost biomasy autochtonéw, co
jednak nieznacznie wptyng¢to na zmiang zawartos$ci zanieczyszczen w odcieku (tab. 21). Tylko
w przypadku azotu amonowego uzyskano spadek, ale wyniost on jedynie 21%.

TO T1 T2 T3 T7

Czas [dni]

1E+07

1E+06

0 1E+05

1E+04

1E+03

Liczebno$¢ [jtk/mL

1E+02

1E+01

1E+00

Ryc. 37. Dynamika populacji bakterii autochtonicznych podczas inkubacji odcieku BB
w warunkach napowietrzania
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Tabela 21. Charakterystyka odcieku BB po fermentacji beztlenowej osadéw $ciekowych
w Bielsku-Bialej: wartos$ci uzyskane dla sciekow surowych (jak w tab. 20) i poddanych
7-dniowej inkubacji z bakteriami autochtonicznymi

Parametr ChzT NH,*-N PO, -P NO,/NO; N
Odciek [mg O2/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Surowy odciek 482,00+ 7,21a # 1071+16,70a 7,16 £1,26a 44,00 £ 4,58 a
BB
Odciek BB po 538,00+ 8,00b | 845,67 +9,81b 2,60+ 0,53b 4533 +5,51a
inkubacji z
bakteriami

autochtonicznymi

4.3.1.3 Badania toksycznos$ci

W celu okreslenia toksycznosci odcieckow BB wykonano testy przezywalnosci
wybranych szczepoéw bakterii i drozdzy oraz konsorcjow mikrobiologicznych. Dokonujac
wyboru drobnoustrojéw kierowano si¢ wlasciwosciami poszczegdlnych mikroorganizméw, a
zwlaszcza ich potencjatem aplikacyjnym w procesach oczyszczania sciekow. Ponadto, badano
wplyw odcieku na bakterie zooglealne i drobnoustroje 0sadu czynnego pochodzacego z
biologicznej oczyszczalni $ciekow w Krzeszowicach.

Badania przeprowadzono, kolejno, po zaszczepieniu probek odcieku biomasa
wyhodowanych nastepujacych drobnoustrojow: monokultury Pseudomonas sp. 18, drozdzy:
Candida sp. D11, Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisae i Trichosporon sp.,
konsorcjow: SB, ZB-01 oraz bakterii Zoogloea ramigera i osadu czynnego. Rownolegle
prowadzono obserwacje kontrolne hodowli inkubowanych w plynnych podtozach (YCU —
drozdze, BH — bakterie, konsorcja i osad czynny). Wyniki analiz toksycznosci przedstawiono
naryc. 38 — 46.
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Ryc. 38. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku BB z bakteriami
Pseudomonas sp. 18 (stupki niebieskie — kontrola, pomaranczowe — odciek + bakterie)

1E+07
1E+06 -
2 1E+05 -
=2
= 1E+04 -
2
S 1E+03 -
S
S 1E+02 -
=
1E+01 -
1E+00 I T T T
TO T1 T2 T3 T7
Czas [dni]

Ryc. 39. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku BB z drozdzami
Candida sp. D11 (stupki niebieskie — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)
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Ryc. 40. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku BB z drozdzami
Hansenula polymorpha (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)

TO Tl T2 T3 T7

Czas [dni]

Ryc. 41. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku BB z drozdzami
Saccharomyces cerevisae (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek +
drozdze)
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Ryc. 42. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku BB z drozdzami
Trichosporon sp. (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)
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Ryc. 43. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku BB z konsorcjum SB:
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Rhizobium radiobacter (niebieskie stupki —
kontrola, pomaranczowe — odciek + konsorcjum)
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Ryc. 44. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku BB z biopreparatem
ZB-01 (stupki niebieskie — kontrola, pomaranczowe — odciek + konsorcjum)
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Ryc. 45. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku BB z bakteriami
Zoogloea ramigera DSMZ (stupki niebieskie — kontrola, pomaranczowe — odciek +
bakterie)
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T1 T3
Czas [dni]

Ryc. 46. Dynamika populacji bakterii osadu czynnego podczas inkubacji odcieku BB z
osadem czynnym pochodzacym z oczyszczalni Sciekow w Krzeszowicach (stupki
niebieskie — kontrola, pomaranczowe — odciek + osad czynny)

Testy toksyczno$ci wykazaty, ze odciek BB moze by¢ zagrozeniem dla
srodowiskowych bakterii, drozdzy i osadu czynnego. Szczegélnie wysoka toksycznos¢
wykazano wzgledem szczepu bakteryjnego Pseudomonas sp. 18, bakterii zooglealnych
Zoogloea ramigera, jak rowniez konsorcjum bakterii glebowych SB (Bacillus megaterium,
Bacillus subtilis, Rhizobium radiobacter) oraz drozdzy Saccharomyces cerevisae i Hansenula
polymorpha. Liczebnos¢ bakterii obecnych w osadzie czynnym ulegta wzrostowi, co
Swiadczy o rozpadzie struktury klaczkow osadu czynnego i jest zjawiskiem negatywnym.
Badane pozostale parametry tj. morfologia i indeks osadowy, rowniez Swiadcza o zlej
kondycji osadu czynnego (ryc. 52, tab. 24, Patrz pkt. 4.3.1.4). Na zdj¢ciach mikroskopowych
zaobserwowano zdefragmentowane klaczki osadu czynnego, z kolei warto$¢ indeksu
osadowego wyniosta 67 mL/g s.m., przy czym osad czynny dobrze pracujacy ma indeks w
graniach 80-120 mL/g s.m.

Brak efektu toksycznego stwierdzono w przypadku konsorcjum ZB-01 oraz izolatow
srodowiskowych drozdzy niekonwencjonalnych Trichosporon sp. i Candida sp. D11.
Potencjat tych drobnoustrojow wykorzystano w oczyszczaniu odcieku BB w kolejnym etapie
prac (Patrz pkt. 4.3.1.4).
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4.3.1.4 Oczyszczanie odcieku BB przy uzyciu drozdzy oraz konsorcjow bakteryjnych i
bakteryjno-drozdzowych

Odciek BB, ktory cechuje si¢ stosunkowo uboga mikrobiota autochtoniczng oraz
niesprzyjajacymi warunkami rozwoju populacji bakteryjnej, bioaugmentowano konsorcjum
bakteryjnym — biopreparatem ZB-01 (wariant BB-1), a w kolejnych wariantach
zintegrowanymi konsorcjami bakteryjno-drozdzowymi, ktore uzyskano poprzez zmieszanie w
stosunku 1:1 (v/v) zawiesin hodowli konsorcjum ZB-01 i Candida sp. D11 (wariant BB-II)
lub hodowli konsorcjum ZB-01 i szczepu Trichosporon sp. (wariant BB-I1I). Obserwacje
bioremediacji cieczy prowadzono przez 7 dni wobec kontroli, ktorg byl odciek
niezaszczepiony. W trakcie eksperymentu kontrolnego stwierdzono stosunkowo niewiclka
zdolno$¢ odcieku do samooczyszczenia (tab. 22). Jakkolwiek zaobserwowano tendencje

wzrostowg W liczebno$ci bakterii autochtonicznych (od poczatkowej wartosci 2,1 - 10

Jtk/mL do liczebno$ci wynoszacej w trzeciej dobie prowadzenia eksperymentu 9,1 - 106
jtk/mL), przyrost ten mozna uznaé za nieznaczacy biorac pod uwage skutecznosé
oczyszczania $cieku (tab. 22). Obnizenie zawartosci azotu amonowego wynosito jedynie
21,4%, co byto spowodowane niewystarczajaca aktywnoscig stosunkowo nielicznej populacji
autochtonow.

W  testowanych  wariantach ~ mikrobiologicznego  oczyszczania  $cieku
bioaugmentowanego, drobnoustroje, ktore zostaty zaszczepione, byty zdolne do przetrwania
przez caty okres trwania eksperymentu, tj. 7 dni (ryc. 47 i 48).

W wariancie BB-I uzyskano najlepsze wyniki bioremediacji (tab. 22). W przypadku
tym stwierdzono usuniecie 46% poczatkowej zawartosci azotu amonowego. Zawarto$¢ azotu
azotanowego (Il i V) takze zmalata po 7 dniach o ponad 45%, co sugeruje, ze usuwanie azotu
amonowego odbywato si¢ W skutek wigzania N przez biomasg (whudowywania w struktury
komorkowe), nie zas§ w procesie nitryfikacji. Bezposrednio po zaszczepieniu biocenoza ZB-

01, oznaczono liczebnos$¢ drobnoustrojow w odcieku. Liczebnos¢ bakterii wyniosta 2,75- 10°
Jtk/imL (ryc. 47), czyli o rzad wielkos$ci niz liczebno$¢ bakterii autochtonicznych. Populacja

: 6.
zaszczepionych bakterii wzrosta w poczatkowej fazie obserwacji do 8,16-10 jtk/mL, aby na
koniec testu (dzien T7 ryc. 47) nieco obnizy¢ si¢ do 5,73- 106 jtk/mL.

Warianty BB-I1 i BB-I1l obejmowaty ocene skuteczno$ci procesu oczyszczania przy
uzyciu konsorcjum zawierajacego biopreparat ZB-1 i drozdze (tab. 22). Zastosowanie szczepu
Candida sp. D11 pozwolito uzyska¢ zaledwie 14 procentowa wydajno$é usuwania azotu
amonowego. Bylo to wynikiem gorszym od wariantu kontrolnego, co sugeruje wrecz
zahamowanie procesu deamonifikacji. Z kolei, obecno$¢ drozdzy Trichosporon sp.
umozliwita uzyskanie 37-procentowej wydajnosci, jednak wynik ten wcigz nie byt
satysfakcjonujacy w poréwnaniu z wariantem BB-I.

Dodatek szczepow drozdzowy nie wywotatl oczekiwanego rezultatu w postaci synergii
pomigdzy mikroorganizmami znajdujacymi si¢ w powstaltym konsorcjum mieszanym.
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Konsorcjum bakteryjne ZB-01 okazato si¢ najbardziej skuteczne. Podczas analizy
statystycznej wykazano, ze oznaczone zawarto§ci N amonowego byly we wszystkich
badanych przypadkach statystycznie istotnie rézne W odniesieniu do wartosci jakie uzyskano
dla odcieku surowego. Warianty BB-1 i BB-11l natomiast nie roznity si¢ istotnie mi¢dzy soba.

Obecnos¢ komponenty drozdzowej (w wariancie BB-1l i BB-IIl) wptyneta na
znaczace zwigkszenie (o rzad wielkosci) przezywalnosci konsorcjum bakteryjnego w
odniesieniu do odcieku, ktory zostat zaszczepiony wylacznie bakteriami (wariant BB-1) (ryc.
47). Gestos¢ biomasy bakteryjnej w odcieku BB, po 7 dniach inkubacji po zaszczepieniu

wynosita, dla wariantow BB-1, BB-11i BB-111, kolejno: 5,73-10°, 5,27-10° i 8,19-10° jtk/mL.

Poziom ChZT podczas traktowania cieczy pofermentacyjnej nie zmieniat si¢ (warianty
BB-1 i BB-Ill) badz wrecz wzrastat (wariant BB-II). W zwigzku z niska poczatkowa
wartoscig ChZT, ktora wskazuje na niewielkg ilos¢ OWO, zaobserwowane dane sg
najprawdopodobniej skutkiem powigkszenia frakcji OWO, co nastgpito wskutek
wprowadzenia biomasy inokulatow o duzej gestosci — podania dodatkowej frakcji organicznej
po zaszczepieniu (tab. 22).
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Ryc. 47. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku BB zaszczepionego
biocenoza ZB-01 (stupki pomaranczowe), biocenozg ZB-01 + Candida sp. D11 (stupki
szare), oraz biocenozg ZB-01 + Trichosporon sp. (stupki zolte)

96



97:8572117550

1E+07

1E+06

mL
-
m
+
o
[$)]
Il

= =

m m

+ +

o o

@ =
|

Liczebnos$c¢ [jtk/

1E+02 -

1E+01 -

1E+00

TO T1

T2
Czas [dni]

T3

T7

Ryc. 48. Zmiany liczebnosci drozdzy Candida sp. D11 (stupki szare) i Trichosporon sp.
(shupki zétte) podczas inkubacji w odcieku BB zaszczepionym biocenoza ZB-01

Tabela 22. Charakterystyka odcieku BB poddanego wariantowym procesom

mikrobiologicznego oczyszczania

Parametr ChzT NH,*- N
[mg O/L] [mg/L]
Odciek
odciek BB (surowy) 482,00+ 7,21a 1071,00 £ 16,70 a
odciek po inkubacji z drozdzami Candida sp. 963 + 57,00 ¢ 810+ 34,00b
D11
odciek po inkubacji z drozdzami 914 +£98,00 ¢ 840 + 43,00 b
Trichosporon sp.
odciek BB (kontrola — obecnos¢ bakterii 537,33+ 3,06 b 847,67 +29,26 b
autochtonicznych)
Wariant BB-1 (Odciek BB po inkubacji z 532,00 £+ 26,00 a 581,00 £ 12,00 ¢
ZB-01)
Wariant BB-11 (Odciek BB po inkubacji z 1014,00 £ 119,00 ¢ 922,00 £61,00 b
ZB-01 + Candida sp. D11)
Wariant BB-111 (Odciek BB po inkubacji z 590,00 + 36,00 a 673,00 + 53,00 ¢

ZB-01 + Trichosporon sp.)
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4.3.1.5 Dwuetapowe podejScie oczyszczania i detoksykacji odcieku i osadem czynnym

Wobec stwierdzonej wysokiej toksycznosci odcieku BB podjeto dzialania w celu
eliminiacji zagrozen wynikajacych z wprowadzenia odcieku do systemu oczyszczalni
sciekow. Zaproponowana koncepcja oczyszczania dwuetapowego obejmowata wykorzystanie
mikroskopowych fotosyntetyzujgcych glonow (konsorcjum ZTT i Chlorella sorokiniana), a
nastepnie zbadanie mozliwosci 1 skutecznosci bioremediacji z wykorzystaniem osadu
czynnego biologicznej oczyszczalni §ciekow.

W Odcieku BB, w etapie pierwszym, po 14-dniowym traktowaniu mikroalgami
zaobserwowano jedynie nieznaczne zmiany parametréw (tab. 23). O ile poziom azotu
(wszystkich badanych form) ulegt obnizeniu, zawarto$¢ fosforu wzrosta znaczaco.
Najwicksza zmiana =zaszta jednak w poziomie toksycznosci wzgledem bakterii
allochotnicznych i osadu czynnego (ryc. 49 — 54). Odciek poddany dziataniu konsorcjum
mikroalg nie wplywal negatywnie na liczebno$¢ Zoogloea ramigera i Pseudomonas sp. 18
oraz jedynie nieznacznie obnizat liczebno$¢ konsorcjum bakterii glebowych SB (Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Rhizobium radiobacter ) w ostatniej fazie eksperymentu (T7).
Te korzystne wyniki znaczaco réznig si¢ od uzyskanych wczes$niej podczas do$wiadczen z
surowym odciekiem BB (ryc. 38-46).

Badania kondycji osadu czynnego, na ktore sktadaty si¢ analizy mikroskopowe
ktaczkow, okreslanie indeksu osadowego Mohlmana oraz oznaczanie liczebno$ci bakterii
wolnoptywajacych pozwolity stwierdzi¢, iz surowy odcieck BB byt wysoce toksyczny
wzglegdem osadu czynnego. Natomiast, odciek ten, po wczesniejszym traktowaniu
mikroalgami okazal si¢ nietoksyczny, a parametry osadu czynnego nie odbiegaty od tych,
jakie uzyskano dla proby kontrolnej (tab. 23, ryc. 52 — 55). Liczba bakterii w nadsaczu
(bakterie wolnoptywajace, niezintegrowane ze Struktura ktaczkow) po inkubacji z surowym
odciekiem B wynosita 2,17 - 10° jtk/mL (ryc. 46), natomiast po traktowaniu algami spadta do
wartoéei 4 -10* jtk/imL (ryc. 52), co oznacza, ze struktura osadu czynnego nie ulegata
degradacji. Jedoczesnie zaobserwowano polepszenie struktury klaczkéw osadu czynnego
(ryc. 53 —55).
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Ryc. 49. Dynamika populacji bakterii Pseudomonas sp. 18 podczas inkubacji w odcieku
BB wstepnie oczyszczanym za pomoca konsorcjum mikroalg ZZT i szczepu Chlorella
sorokiniana (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + bakterie)
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Ryc. 50. Dynamika populacji bakterii konosrcjum SB (Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis, Rhizobium radiobacter) podczas inkubacji w odcieku BB wstepnie oczyszczanym
za pomoca konsorcjum mikroalg ZZT i szczepu Chlorella sorokiniana (niebieskie stupki

— kontrola, pomaranczowe — odciek + konsorcjum)
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Ryc. 51. Dynamika populacji bakterii Zoogloea ramigera podczas inkubacji w odcieku
BB wstepnie oczyszczanym za pomoca konsorcjum mikroalg ZZT i szczepu Chlorella
sorokiniana (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + bakterie)
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Ryc. 52. Dynamika populacji bakterii osadu czynnego podczas inkubacji w odcieku BB
wstepnie oczyszczanym za pomoca konsorcjum mikroalg ZZT i szczepu Chlorella
sorokiniana (stupki niebieskie — kontrola, pomaranczowe — odciek + osad czynny)
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Tabela 23. Warto$¢ indeksu osadowego Mohlmana w inkubowanej probce osadu
czynnego (kontrola), w prébce po 7-dniowej inkubacji z odciekiem BB oraz w probce po
7-dniowej inkubacji z odciekiem BB wstepnie oczyszczonym za pomoca konsorcjum
mikroalg ZZT i szczepu Chlorella sorokiniana

Wariant: Indeks osadowy Mohlmana [mL/g s.m.]:
osad czynny — kontrola 89,33+ 1,53

osad czynny po inkubacji z odciekiem BB 67,16 + 1,23

osad czynny po inkubacji z wstepnie 85+ 2,65
oczyszczanym  (konsorcjum ZTT +

Chlorella sorokiniana) odciekiem BB
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Ryc. 53. Obraz mikroskopowy przedstawiajacy klaczki osadu czynnego po 7 dniach
inkubacji kontrolnej w warunkach napowietrzania, pow. 400x

.
25 0

Ryc. 54. Obraz mikroskopowy przedstawiajacy klaczki osadu czynnego po 7 dniach
inkubacji z odciekiem BB w warunkach napowietrzania, pow. 400x
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Ryc. 55. Obraz mikroskopowy przedstawiajacy osad czynny po 7 dniach inkubacji z
odciekiem BB wstepnie oczyszczanym za pomoca konsorcjum mikroalg ZZT i szczepu
Chlorella sorokiniana) w warunkach napowietrzania, pow. 400x

Obiecujace wyniki testow toksycznosci pozwalaja na rozwazenie tej metody jako
alternatywy do oczyszczania, ktore okazato si¢ czesto niewystarczajaco skuteczne (Patrz pkt.
4.3.1.2 — 4.3.1.4). Tak zneutralizowany odciek, ktore jest catkowicie bezpieczny dla osadu
czynnego moze by¢ kierowany do oczyszczalni $ciekdw i tam poddawany oczyszczaniu.

W drugim etapie oczyszczania odciecku BB, prowadzonym w obecnosci osadu
czynnego, uzyskano bardzo dobre wyniki bioremediacji (tab. 24): analizy ChZT oraz
zawarto$ci azotu 1 fosforu wykazaly znaczne obnizenie wartosci tych parametréw po
inkubacji z osadem czynnym. Poziom azotu amonowego spadt o 70,5%, poziom NO3/NO," —
N o0 37,3% a poziom ChZT o 38% w stosunku do odcieku surowego. Zwiekszeniu ulegt
jedynie poziom fosforu, ale jego warto$¢ nie przekraczata znaczaco przyjetych norm.

Tabela 24. Charakterystyka odcieku BB poddanego procesowi dwuetapowego
oczyszczania z zastosowaniem konsorcjum mikroalg oraz inkubacji z osadem czynnym

Parametr] ChZT NH, N PO,”—P |NO3/NO, — N
Odciek [mg O2/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Odciek BB surowy 482,00 £ 7,21a|1071 + 16,70 a| 7,16 £1,26a | 44,00+ 4,58 a

Odciek BB wstepnie oczyszczany
mikroalgami

214,00 £ 6,00 b[1042,3 £ 4,93 af 25,93 £ 0,95b | 8,77 £1,00b

Odciek BB wstepnie oczyszczony
za pomoca konsorcjum ZTT i
szczepu Chlorella sorokiniana po
traktowaniu osadem czynnym

172,33 £4,16 ¢|360,67 £ 7,02 b[ 32,50 £ 2,29b | 14,50 £1,32¢
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4.3.2 Ciecze pofermentacyjne po biometanizacji osadéw Sciekowych w
Krzeszowicach

4.3.2.1 Analizy fizykochemiczne

W prébce cieczy pofermentacyjnej po biometanizacji osadéw S$ciekowych w
Krzeszowicach (KK) oznaczono poziom chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT) oraz
zawartoéci azotu amonowego (NH4" — N), azotu azotanowego (Il i V, NO,/NO3 — N) i
fosforu (PO, — P). Odciek charakteryzowatl sic wysoka zawarto$cia azotu amonowego,
przekraczajaca 30-krotnie norme okreslong przepisami. Podobnie jak w przypadku odcieku
BB, w odcieku KK oprocz wysokiego stezenia azotu, gldwnie amonowego stosunek C:N byt
zaburzony i w tym wypadku wynosit 0,4 (tab. 25). Odciek charakteryzowat si¢ rowniez
poziomem fosforu przekraczajacym kilkukrotnie okreslone normy, jednakze przekroczenie to
nie bylo tak wysokie jak w przypadku azotu.

Tabela 25. Charakterystyka odcieku KK po fermentacji beztlenowej osadow $ciekowych
w Krzeszowicach

Parametr ChzT NH, — N PO, - P NO,/NOs— N
[mg Oy/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Odciek KK 389,67 + 986 + 10,14 84,33 +3,79 23,33+252
252

4.3.2.2 OKreslenie potencjalu mikrobioty autochtonicznej w usuwaniu zanieczyszczen

W celu okreslenia potencjalu drobnoustrojéw autochtonicznych w oczyszczaniu
odcieku KK przeprowadzono, podobnie jak dla poprzednich odciekdow, jego inkubacje w
warunkach napowietrzania przez okres 7 dni. W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia
zaobserwowano dziesieciokrotny wzrost liczebnosci drobnoustrojow z wartosci 1,72 - 10°
jtk/mL do 1,10 - 10° jtk/mL (ryc. 56). Obnizeniu ulegta zawarto$¢ azotu amonowego (spadek
0 37%) oraz poziom fosforu (spadek 0 52%). Poziom ChZT i azotu azotanowego nie ulegt
znaczgcemu obnizeniu (tab. 26).
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Ryc. 56. Dynamika populacji bakterii autochtonicznych podczas inkubacji odcieku KK
w warunkach napowietrzania

Tabela 26. Charakterystyka odcieku KK po fermentacji beztlenowej osadow $ciekowych
w Krzeszowicach: warto$ci uzyskane dla Sciekéw surowych (jak w tab. 25) i poddanych
7-dniowej inkubacji z bakteriami autochtonicznymi

Parametr ChzT NH,"- N PO, - P NO,/NO3;~N
Odciek [mg O2/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
Surowy odciek | 389,67 2,52 a 986,00 + 84,33+ 3,79a 23,33+ 2,52a
KK 10,14 a
Odciek KK po | 378,50+ 9,89 a 620,00 + 40,50+ 12,46b | 18,25+5,00a
inkubacji z 14,75 b
bakteriami
autochtonicznymi
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4.3.2.3 Analizy toksycznosci

Dla odcieku KK wykonano testy przezywalnosci wybranych szczep6éw bakterii i drozdzy
oraz konsorcjéw mikrobiologicznych, ktéorych wyniki pozwalaja na ustalenie mozliwosci

zastosowania poszczegolnych drobnoustrojéw w dalszych etapach zagospodarowania
odcieku.

Przy planowaniu doswiadczen postepowano tozsamo jak w przypadku odcieku BB,
zatem do badan wykorzystano drobnoustroje w niemal takim samym sktadzie, a zatem uzyto:
monokulture Pseudomonas sp. 18, drozdze: Candida sp. D11, Hansenula polymorpha,
Saccharomyces cerevisae i Trichosporon sp., Yarrowia lipolytica, konsorcja: SB, ZB-01 oraz
bakterie: Zoogloea ramigera i osad czynny. W doswiadczeniach z odciekiem KK (w
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odrdézeniniu 0od odcieku BB), przetestowano dodatkowo szczep drozdzy Yarrowia lipolytica,
gdyz istniejg liczne doniesienia na temat zdolno$ci tych drozdzy do usuwania réznego rodzaju
zanieczyszczen [Rao i in. 2013; Zinjarde i in. 2014; Mupa 1 in. 2018]. Kontrole stanowity
hodowle inkubowane w ptynnych podtozach (YCU — drozdze, BH — bakterie, konsorcja oraz
osad czynny). Wyniki analiz toksycznosci przedstawiono na ryc. 57 — 66.

Dla osadu czynnego, oprocz liczebnosci bakterii wolnoptywajacych, wykonano rowniez
mikroskopowa analiz¢ morfologiczng oraz okreslono indeks Mohlmana (ryc. 67 — 68, tab.
27).
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Ryc. 57. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku KK z bakteriami
Pseudomonas sp. 18 (niebieskie stlupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + bakterie)
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Ryc. 58. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku KK z drozdzami
Candida sp. D11 (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)
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Ryc. 59. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku KK z drozdzami
Hansenula polymorpha (niebieskie slupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)
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Ryc. 60. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku KK z z drozdzami
Saccharomyces cerevisae (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek +
drozdze)
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Ryc. 61. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku KK z drozdzami
Trichosporon sp. (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)
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Ryc. 62. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku KK z drozdzami
Yarrowia lipolytica (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)
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Ryc. 63. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku KK z konsorcjum SB
(Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Rhizobium radiobacter) (niebieskie stupki —
kontrola, pomaranczowe — odciek + konsorcjum)
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Ryc. 64. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku KK z biocenoza ZB-01
(niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + konsorcjum)
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Ryc. 65. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odcieku KK z bakteriami
Zoogloea ramigera (niebieskie slupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + bakterie)
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Ryc. 66. Dynamika populacji bakterii wolnoptywajacych podczas inkubacji odcieku KK
z osadem czynnym (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + osad czynny)

Ryc. 67. Obraz mikroskopowy przedstawiajacy osad czynny po 7 dniach inkubacji w
warunkach napowietrzania, 400x

Ryc. 68. Obraz mikroskopowy przedstawiajacy osad czynny po 7 dniach inkubacji w
warunkach napowietrzania z odciekiem KK, 400x
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Tabela 27. Wartos¢ indeksu osadowego Mohlmana w inkubowanej prébce osadu
czynnego (Kontrola) oraz w probce po 7-dniowej inkubacji z odciekiem KK. Osad
czynny dobrze pracujacy charakteryzuje si¢ wartoscia indeksu w graniach 80-120 mL/g
S.m.

Wariant: Indeks osadowy Mohlmana [mL/g s.m.]:
Osad czynny — kontrola 89,33+ 1,53

Osad czynny po inkubacji z odciekiem 83,83+ 0,76

KK

111:3288243320

Odciek KK, pomimo profilu zanieczyszczan podobnego do wczeéniej badanej cieczy BB,
nie wykazywat tak wysokiego poziomu toksycznos$ci. Byt on jednak wysoce zanieczyszczony
azotem amonowym, co wcigz uniemozliwialo wprowadzenie tego strumienia do systemu
konwencjonalnej biologicznej oczyszczalni $ciekow badz bezposrednio do srodowiska. W
testach przezywalno$ci, podobnie jak w przypadku odcieku BB, wyr6zniat si¢ szczep drozdzy
Trichosporon sp., ktory wykazywat tolerancj¢ na Scieki na poziomie proby kontrolnej, w
zwigzku z czym szczep ten przeznaczono do systematycznie prowadzonych testow
oczyszczania odcieku KK (pkt. 4.3.2.4 — 4.3.2.5).

4.3.2.4 Oczyszczanie odcieku przy uzyciu drozdzy Trichosporon sp.

Glownym celem biologicznej remediacji odcieku KK byta eliminacja zwigzkoéw
biogennych, przede wszystkim azotu amonowego, poniewaz stwierdzona wysoka zawarto$¢
tej formy azotu, w przypadku przedostania si¢ odcieku do srodowiska, mogtaby spowodowaé
eutrofizacj¢ okolicznych zbiornikd6w wodnych. Nalezy tu podkresli¢, ze niezaleznie
prowadzona seria testow inkubacji odcieku KK z osadem czynny nie przyniosta
oczekiwanego efektu znaczacej redukcji zawartosci azotu [dane nieprezentowane].

W zwigzku z powyzszym zdecydowano si¢ wykorzysta¢ potencjat szczepu
Trichosporon sp., ktory jako jedyne drozdze byly zdolne przetrwa¢ w $rodowisku odcieku
KK przez okres 7 dni.
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Ryc. 69. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odcieku KK z drozdzami
Trichosporon sp. (niebieskie stupki — kontrola, pomaranczowe — odciek + drozdze)

Tabela 28. Charakterystyka odcieku KK poddanego procesowi oczyszczania przez

drozdze Trichosporon sp.

Parametr ChZT [mg Os/L] - |NH; =N ][mg/L]
wariant kontrolny,
Wariant niezaszczepiony
KK surowy TO 389,67 +2,52 a 986 + 10,14 a
odcieck KK po inkubacji z|37850+9,89a 620,00 + 14,75 b
autochtonami
odciek KK + drozdze Trichosporon | 901,33 + 2,08 b 848,33 £ 18,93 b

sp.

112:1765672496

Wiyniki liczebno$ci drozdzy Trichosporon sp. w trakcie eksperymentu oczyszczania,
ponownie potwierdzity, ze szczep ten jest zdolny do namnazania si¢ w srodowisku odcieku
(ryc. 69). Badane parametry odcieku nie ulegly znacznemu obnizeniu. Zawarto$¢ azotu
amonowego obnizyta si¢ o zaledwie 14%. Nastapit natomiast wzrost poziomu ChZT (tab. 28).
Zjawisko to obserwowano juz wczesniej, w przypadku odcieku BB i wynikato ono z dodatku

biomasy drozdzy do odcieku.

112



113:1125570334

4.3.2.5 Oczyszczanie odcieku przy uzyciu drozdzy Trichosporon sp. z uwzglednieniem
suplementacji odcieku dodatkiem wegla pochodzacego z ré6znych zrédel

Ze wzgledu na brak spadku azotu amonowego podczas przeprowadzonych testow
oczyszczania odcieku przez drozdze Trichosporon sp., postanowiono zmodyfikowaé¢ odciek
KK, w taki sposob, aby jego oczyszczanie bylo bardziej efektywne. Celowo zwigkszono
warto$¢ ChZT, co uzyskano poprzez dodatek roznych zrodet wegla. Oznaczony w odcieku
surowym niski poziom ChZT wigzal si¢ z bardzo niekorzystnym stosunkiem C:N.
Drobnoustroje do namnazania si¢ potrzebuja prawidtowego stosunku C:N, ktory wynosi oK.
20 [Sharma i Bhatii 2022]. W przypadku odcieku KK warto$¢ ta wynosita 0,4.

Do podwyzszenia zawarto$ci wegla w odcieku KK wykorzystano nastgpujace zwiazki:
glukoza, sacharoza, mannitol, sorbitol, octan sodu i metanol. Ilosci jakie dodawano do
odcieku obliczono na podstawie masy molowej poszczegdlnych zwigzkoéw oraz stezenia
uzytych roztworéw i wyniosty one kolejno: 25,0 mg/mL dla glukozy, 23,8 mg/mL dla
sacharozy, 25,3 mg/mL dla mannitolu i sorbitolu, 34,2 mg/mL dla octanu sodu oraz 35,0
uL/mL dla metanolu (roztwor 96%).

W wyniku suplementacji zamierzano osiggna¢ warto$¢ ChZT rowng 10 000 mg O,/L, co
podniosto stosunek C:N do ok. 10. Stosunek ten wcigz byt nizszy od warto$ci optymalne;j,
jednakze w do$wiadczeniach przeprowadzonych na odciekach B oraz E zauwazono znaczny
spadek warto$ci azotu amonowego juz przy podobnych stosunkach (Patrz pkt. 4.1). Istotng
kwestig byly rowniez kwestie ekonomiczne, wysokie koszty oczyszczania w przypadku
wdrozenia testowanego rozwigzania moglyby uniemozliwi¢ jego implementacj¢ do
przemystowego zastosowania.

Wydhuzono rowniez czas doswiadczenia do 14 dni, aby zwiekszy¢ koncowg wydajnosé
procesu oczyszczania. Na poczatku eksperymentu (TO) oraz po 1, 7 i 14 dniach (T1, T7 i T14)
analizowano liczebno$¢ drozdzy, ktéora we wszystkich wariantach rosta (ryc. 70) Znaczacy
wzrost liczebnosci drozdzy §wiadczylt o korzystnych warunkach dla ich proliferacji, co zgadza
si¢ z poczynionymi zatozeniami.
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Ryc. 70. Dynamika populacji drozdzy Trichosporon sp. podczas inkubacji odcieku KK
suplementowanego réznymi zrédlami wegla

Wykonane analizy zawarto$ci poszczegdlnych zwigzkow wskazaty, ze suplementacja
alternatywnymi zrodtami wegla pozytywnie wptyneta na proces oczyszczania odcieku KK z
azotu amonowego. Szczegllnie efektywne okazato si¢ dokarmianie octanem sodu. Warto$¢
azotu amonowego w tym przypadku spadta o niemal 85% wzgledem wartosci poczatkowej
(tab. 29). Osiagnigta wydajnos¢ byta 6-krotnie wyzsza niz podczas oczyszczania odcieku KK
z wykorzystaniem drozdzy Trichosporon sp. bez suplementacji (tab. 28).
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Tabela 29. Wyniki oczyszczania odcieku KK przez drozdze Trichosporon sp. w

warunkach suplementacji wariantowymi zrodlami wegla

Parametr ChZT [mg Oy/L] | ChZT [mg O2/L] | NHs =N [mg/L]
Warto$é po 14-dniowej | po 14-dniowej
Wariant poczatkowa inkubacji z | inkubacji z
drozdzami drozdzami
Trichosporon sp. | Trichosporon sp.
nietraktowany odciek KK 389,67 +2,52*a | 986+ 10,14* a
odciek KK + sacharoza + | 10983,33 + 951,75 | 1761,67 £29,30b | 431,67 £10,41b
Trichosporon sp.
odciek KK + glukoza + |10363,33 +151,77 | 1748,33+12,58b | 478,67 +11,59b
Trichosporon sp.
odciek KK + mannitol + | 11500,00 + 500 1063 + 33,00 ¢ 445,00+ 22,91 b
Trichosporon sp.
odciek KK + sorbitol + | 10413,33 +197,57 | 1160 + 23,64 ¢ 452,67 + 34,08 b
Trichosporon sp.
odciek KK + octan sodu + | 9893,33 + 110,15 | 2283,67 + 7,77 d 150,92 + 25,44 ¢
Trichosporon sp.
odciek KK + metanol + | 11333,33 +251,66 | 1995,67 +12,50e | 335,00+ 18,02 d

Trichosporon sp.

115:4953502448

*warto$é poczatkowa
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4.4 Badania cieczy pofermentacyjnych powstalych podczas
fermentacji ciemniej w modelowej instalacji wytwarzania
biowodoru

4.4.1 Analiza fizykochemiczna i mikrobiologiczna odciekow

Badane odcieki otrzymane w wyniku procesu fermentacji ciemnej poddano wstepnej
charakterystyce. W tym celu okreslono poziom chemicznego zapotrzebowania tlenu, stezenie
kwasow organicznych, stezenie fosforu ogdlnego i1 azotu ogdlnego oraz liczebnos¢
drobnoustrojow autochtonicznych (tab. 30). Badania wykazaly, ze wszystkie odcieki
charakteryzowaty si¢ bardzo wysoka zawarto$cig materii organicznej, w tym zwlaszcza
krotkotancuchowych kwaséw organicznych (VFA ang. Volatile fatty acids). We wszystkich
odciekach przekroczony byl rowniez poziom fosforu ogdlnego, w tym w dwoch przypadkach
(MP+, TP+) wielokrotnie [Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi
Srédladowe;j 2019].

Tabela 30. Charakterystyka surowych odciekow powstalych w procesie ciemnej
fermentacji

Odciek Parametr
ChZT [mg Kwasy Stezenie Stezenie Liczebnos$¢
O./L] organiczne* fosforu azotu mikroorganizmow
[mg/L] ogolnego ogolnego | autochtonicznych
[mg/L] [mg/L] [tk/mL]
MP+ | 41709,33 + 6066,67 + 1325,77 + 336,33 + 1,04 - 10° jtk/mL
1116,86 181,48 152,95 63,79
MP- | 37866,67 + 12285,33 + 35,97 + 251+265 | 4,04 10 jtk/mL
1703,92 1907,83 517
TP+ | 41833,33+ 6246,67 + 72,67 + 32,6+2,42 | 2,88 10" jtk/imL
1582,19 254,82 11,24
TP- | 37316,67 + 14034,00 + 33,53 + 22+265 | 3,58 10" jtk/imL
596,52 60,23 2,16

116:7136455481

*gtownie kwas octowy, propionowy i butanowy

Zgodnie z literaturg [Cieciura-Wtoch i Borowski 2019; Borowski i Kucner 2019] i
wynikami analiz przeprowadzonych na Politechnice Lodzkiej przez grupe kierowang przez
Sebastiana Borowskiego [Cieciura-Wtoch i in. 2020], w sklad organicznych kwaséw
thuszczowych wystepujacych w odciekach powstalych po fermentacji wodorowej wchodza
glownie kwas octowy, mastowy, kapronowy oraz w mniejszych ilosciach kwas walerianowy,
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propionowy oraz heptanowy. Istnieja liczne doniesienia o toksycznosci wymienionych wyzej
zwigzkow na mikroorganizmy [Wilbanks i Trinh 2017; Candry i in. 2020].

Liczebnosci mikrobioty autochtonicznej wyniosty kolejno: 1,04 - 10° jtk/mL — odciek
MP+, 4,04 - 107 jtk/mL — odciek MP-, 2,88 - 10" jtk/mL — TP+, 3,58 - 10’ jtk/mL — TP-.
Niska liczebno$¢ drobnoustrojéw w odcieku MP+ moze by¢ zwigzane ze stosunkowo
wysokim poziomem fosforu w tym odcieku. Testy oczyszczania z wykorzystaniem
drobnoustrojow autochtonicznych przestawiono w pkt. 4.4.5.

4.4.2 Badania toksycznosci odciekow wzgledem bakterii allochtonicznych

Kolejne doswiadczenia skupily si¢ na testach toksycznosci odciekéw wobec
wybranych bakterii srodowiskowych, allochtonicznych: monokultury bakterii Pseudomonas
sp. 18, monokultury bakterii Zoogloea ramigera konsorcjum bakteryjnego ZB-01,
konsorcjum bakterii glebowych SB (Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Rhizobium
radiobacter). W tym celu badane odcieki inkubowano w stosunku objg¢tosciowym 9:1 z
biomasg poszczegélnych drobnoustrojow przez okres 7 dni. Rownolegle prowadzono
obserwacje kontrolne hodowli inkubowanych w ptynnym podtozu minimalnym (BH) (ryc. 71
—74).
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Ryc. 71. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odciekéw po fermentacji
wodorowej z bakteriami Pseudomonas sp. 18
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Ryc. 72. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odciekow po fermentacji
wodorowej z bakteriami Zoogloea ramigera
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Ryc. 73. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odciekow po fermentacji
wodorowej z konsorcjum SB
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Ryc. 74. Dynamika populacji bakterii podczas inkubacji odciekéw po fermentacji
wodorowej z konsorcjum ZB-01

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen wykazano, iz odcieki wykazaty si¢ silng
toksyczno$cig wzgledem wybranych szczepow bakterii 1 konsorcjow bakteryjnych (ryc. 71-
74). Najwyzszym poziomem toksycznosci charakteryzowatl si¢ odciek TP+, w kazdym z
badanych wariantéw, bakterie gingly bezposrednio po zmieszaniu z odciekiem. Odcieki TP- i
MP- wykazywaty podobny poziom oddzialywania na badane bakterie, poza jednym
wariantem ze szczepem Pseudomonas sp. 18, gdzie odciek TP- wykazatl si¢ toksycznoscia
natychmiastowg bezposrednio po zmieszaniu z bakteriami (ryc. 71). W odcieku MP+ bakterie
byly zdolne utrzymywaé zywotno$¢ najdluzej, jednakze, w kazdym przypadku nie byty
zdolne do przetrwania w $Srodowisku odcieku przez caly okres prowadzenia eksperymentu.

Przedstawione wyniki jednoznacznie wskazuja na toksyczny wpltyw odciekow
powstatych po fermentacji wodorowej na bakterie srodowiskowe oraz przedstawiciela bakterii
zooglealnych, wystepujacych w osadzie czynnym (Zoogloea ramigera). Wskazuje to na duze
zagrozenie w razie odprowadzania tego typu $ciekéw bezposrednio do Srodowiska.

4.4.3 Okreslenie toksycznosci wzgledem drozdzy

Kolejne doswiadczenia skupily si¢ na testach toksycznosci odciekow wzgledem
wybranych gatunkow drozdzy niekonwencjonalnych: Candida sp. D11, Trichosporon sp.,
Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha oraz konwencjonalnych Saccharomyces
cerevisiae. W tym celu badane odcieki inkubowano, jak wyzej, w stosunku objetosciowym
9:1 z wyhodowang biomasg poszczegdlnych drozdzy przez okres 7 dni. W trakcie
doswiadczenia prowadzono rowniez obserwacje kontrolne hodowli inkubowanych w
pltynnym podtozu (YCU) (ryc. 75 —79).
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Ryc. 75. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odciekéw po fermentacji
wodorowej z drozdzami Candida sp. D11
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Ryc. 76. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odciekéw po fermentacji
wodorowej z drozdzami Saccharomyces cerevisae
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Ryc. 77. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odciekow po fermentacji
wodorowej z drozdzami Hansenula polymorpha
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Ryc. 78. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odciekow po fermentacji
wodorowej z drozdzami Trichosporon sp.
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Ryc. 79. Dynamika populacji drozdzy podczas inkubacji odciekow po fermentacji
wodorowej z drozdzami Yarrowia lipolytica

Przeprowadzone do$wiadczenia §wiadczg o tym, ze odcieki MP+ i TP+ byly wysoce
toksyczne wzgledem testowanych drozdzy. Jedynie drozdze Yarrowia lipolytica byty zdolne
do utrzymania liczebnosci przez 7-dniowy okres inkubacji w odcieku MP+. Z kolei, odciek
TP+ nie byl toksyczny dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Odcieki MP- i TP-, w
przeciwienstwie do MP+ i TP+, nie wykazywaty efektu toksycznego wobec drozdzy (ryc. 75
—79).

W zwigzku z wynikami doswiadczen przedstawionymi w pkt. 4.4.2 i 4.4.3, konieczne
jest podjecie krokéw majacych na celu wstgpne oczyszczenie uzyskanych cieczy
pofermentacyjnych, gdyz wprowadzenie ich do klasycznej oczyszczalni $ciekow mogloby
wplynaé na pogorszenie parametréw pracy osadu czynnego.

4.4.4 Biologiczne oczyszczanie cieczy pofermentacyjnych z produkcji
biowodoru. Wykorzystanie drozdzy Yarrowia lipolytica do
bioremediacji toksycznego odcieku MP+

Wykonano analizy poziomu ChZT 1 zawarto$ci fosforu w probkach poddanych inkubacji

z odciekami MP+, TP+, MP-, TP-, w ktorych drozdze byty zdolne do przezycia w Srodowisku

odcieku przez caly okres prowadzenia do$wiadczenia (patrz pkt. 4.4.3). Tak wigc,

przeprowadzono badania dla wszystkich wariantow w przypadku odciekéw TP- i MP- (ryc.

75 — 79) oraz wariantu zawierajacego drozdze Yarrowia lipolytica dla odcieku MP+ (ryc. 79).

Parametry odciekow MP- i TP- w kazdym z wariantow nie ulegly istotnej zmianie [dane
nieprezentowane]. Z kolei w przypadku odcieku MP+, drozdze Yarrowia lipolytica, jako
tolerujace skrajnie niekorzystne, toksyczne srodowisko, byty zdolne do istotnego obnizenia
zawarto$ci zanieczyszczen. Efektywnos$¢ oczyszczania wyniosta w tym przypadku kolejno:
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54% wartos$ci poczatkowej fosforu ogdlnego i 72% wartosci poczatkowej poziomu materii
organicznej (tab. 31).

Tabela 31. Wyniki analiz biologicznego oczyszczania odcieku MP+ przez drozdze
Yarrowia lipolytica

Oznaczany parametr Odciek MP+ nietraktowany | Odciek MP+ po 7-dniowej
inkubacji z drozdzami
Yarrowia lipolytica

PO,> - P [mg/L] 1325,77 + 152,95 739,33 + 19,50

ChZT [mg O,/L] 41709,33 + 1116,86 11600,00 + 217,94

123:2438530641

4.4.5 Biologiczne oczyszczanie cieczy pofermentacyjnych z produkcji
biowodoru. Opracowanie konsorcjum zdolnego do oczyszczania
cieczy pofermentacyjnych w oparciu o drobnoustroje autochtoniczne

4.45.1 lzolacja drobnoustrojéw autochtonicznych

W kolejnym etapie prac badawczych skupiono si¢ na wytworzeniu uniwersalnego
konsorcjum mikroorganizmow, zdolnego do oczyszczania specyficznych, ucigzliwych
srodowiskowo i potencjalnie toksycznych odciekow powstatych po fermentacji wodorowe;j.
W tym celu wyizolowano mikroorganizmy autochtoniczne, ktore byty obecne w odciekach
(patrz: rodziat 4.4.1, tab. 30).

Izolacj¢ prowadzono technika posiewu redukcyjnego na ptytki mikrobiologiczne
zawierajace agar wzbogacony w przypadku bakterii 1 podtoze SAB w przypadku drozdzy.
Odpowiednie objetosci nierozcienczonych surowych odciekow wysiano bezposrednio na
ptytki z odpowiednim podiozem i inkubowano w temperaturze pokojowej. Po uptywie czasu
inkubacji pojedyncze kolonie wyroste na szalkach przesiewano, na $wieze plytki, w celu ich
oczyszczenia. Czynno$¢ ta powtarzano kilkukrotnie, w celu uzyskania czystych linii
bakteryjnych.

W wyniku przeprowadzonej izolacji uzyskano 5 szczepow bakteryjnych (2 dla
odcieku MP+, i po jednym dla odciekoéw TP+, MP- i TP-) oraz jeden izolat drozdzowy
(odciek TP+). Dla kazdej oczyszczonej kolonii rejestrowano morfologie, wielko$¢, ksztalt i
wzorzec wzrostu (tab. 32).
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Tabela 32. Opis cech morfologicznych Kkolonii poszczegolnych izolatéw bakterii
pozyskanych z odciekow pofermentacyjnych (MP+, MP-, TP+, TP-)

Szczep wyizolowany z Morfotyp kolonii
odcieku po  fermentacji
wodorowej (odciek, z ktérego
wyizolowano szczep)

Bacillus cereus (TP-) Ksztatt kolonii: okragly; Wyniosto$¢ kolonii: wzniesiona;
Brzeg: zatokowaty; Powierzchnia: gltadka; Przezroczystos¢:
nieprzezroczyste; Kolor: bialy

Bacillus cereus (MP-) Ksztatt kolonii: nieregularny; Wyniosto$¢ kolonii: wypukta;
Brzeg: zatokowaty; Powierzchnia: gltadka; Przezroczystos¢:
nieprzezroczyste; Kolor: biaty

Brevibacillus parabrevis (TP+) | Ksztalt kolonii: gwiazdkowaty; Wyniostos¢  kolonii:
wypukia; Brzeg: falisty; Powierzchnia: gladka;
Przezroczysto$¢: nieprzezroczyste; Kolor: bialty

Lisinibacillus  sphaericus | | Ksztalt kolonii: okraglty; Wyniostos¢ kolonii: stozkowata
(MP+) Brzeg: réwny; Powierzchnia: blyszczaca; Przezroczysto$c:
nieprzezroczyste; Kolor: biaty

Lisinibacillus sphaericus 1l | Ksztalt kolonii: okragly; Wyniosto$¢ kolonii: stozkowata

(MP+) Brzeg: réwny; Powierzchnia: blyszczaca; Przezroczysto$c:
nieprzezroczyste; Kolor: bezowy

Candida krusei (TP+) Ksztalt kolonii: okragly; Wyniostos¢ kolonii: wypukta;

Brzeg: rowny; Powierzchnia: matowa; Przezroczystosc¢:
nieprzezroczyste; Kolor: biaty

124:1805367425

4.4.5.2 Identyfikacja drobnoustrojow autochtonicznych

Wyizolowane szczepy poddano biochemicznej identyfikacji. W tym celu, §wieze, 24-
godzinne hodowle, znajdujace si¢ na szalkach z odpowiednim podtozem (AW — dla bakterii,
SAB - dla izolatu drozdzowego) przekazano do Laboratorium Mikrobiologicznego,
Jagiellonskiego Centrum Innowacji, gdzie przy uzyciu systemu MALDI Biotyper
drobnoustroje poddano identyfikacji technika MALDI-TOF MS poprzez pomiar
unikatowych biatek. Uzyskane widma biatek poszczegdlnych drobnoustrojéw porownano z
bibliotekg widm i na tej podstawie okreslono ich przynalezno$¢ do danego gatunku. Wartos¢
wskaznika identyfikacji uzyskana dla kazdego z identyfikowanych szczepow byta wyzsza niz
1,69 (ponizej tej wartoSci brak jest mozliwosci identyfikacji), a trzy z nich posiadaty
wskaznik identyfikacji powyzej 2,00, co $wiadczylo o wysokiej pewnosci dopasowania (tab.
33).
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Tabela 33. Wyniki identyfikacji wyizolowanych drobnoustrojow metoda MALDI-TOF

Odciek | Zidentyfikowany szczep MALDI-TOF NCBI
Wartos$¢
wskaznika
identyfikacji

MP+ Lisinibacillus sphaericus 1.82 1421
MP1

Lisinibacillus sphaericus 1.86 1421
MP2

MP- Bacillus cereus M1 2.20 1396

TP+ Brevibacillus parabrevis 2.16 54914

Candida krusei 2.36 4909

TP- Bacillus cereus T1 1.86 1396

Kazdy szczep po izolacji i indentyfikacji metoda MALDI-TOF umieszczono w
kolekcji mikroorganizmow Zespotu Biochemii Katedry Biologii Roslin i Biotechnologii,
zalaczajac szczegblowy opis ustalonych optymalnych warunkéw hodowli oraz cech
morfologicznych (tab. 29).

Nastepnie wszystkie zidentyfikowane izolaty autochtoniczne wykorzystano do
opracowania ukierunkowanego konsorcjum mikrobiologicznego, majacego na celu
biologiczne oczyszczanie toksycznych odciekéw pofermentacyjnych produkcji biowodoru.

4.4.5.3 Konstrukcja aktywnego konsorcjum mikrobiologicznego

W celu uzyskania aktywnego konsorcjum mikrobiologicznego, poszczegdlne szczepy
autochtoniczne, wyizolowane z odciekow, hodowano w osobnych kolbach w podtozu ptynny
(SNB — dla bakterii i YCU — dla drozdzy), az do uzyskania wysokich gestosci biomasy
(ODggo 0k 2,5 dla bakterii i ODsgg 0k. 3,0 dla drozdzy). Nastgpnie zawiesiny wirowano ( przy
7000 obr./min (bakterie) lub 3500 obr./min (drozdze)) przez 10 min, zmieszano w rownym
stosunku objetosciowym 1 wprowadzono bezposrednio do odciekow.
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Bacillus cereus (TP-)

Bacillus cereus (MP-) Lisinibacillus sphaericus (MP+)

Brevibacillus parabrevis (TP+)

Ryc. 80. Schemat przedstawiajacy izolaty bakteryjne pozyskane z poszczegdlnych
odciekow (szare kwadraty) oraz wspolny wzrost kolonii bakterii na szalce po integracji
hodowli w celu wytworzenia aktywnego konsorcjum (czarne kolo). Strzalkami
zaznaczono poszczegolne izolaty wchodzace w sklad konsorcjum [Fot. wlasne]

* Candida krusei (TP+)

Ryc. 81. Zdjecie przedstawiajace kolonie drozdzy wyizolowanych z odcieku TP+ [Fot.
wlasna]
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Obecnos¢  poszczegdlnych  komponentow w  konsorcjum  drobnoustorojow
wyizolowanych z odciekow po ciemnej fermentacji (DFMC ang. Dark Fermentation
Microbial Consortium), potwierdzono poprzez analize cech morfologicznych, po posianiu
konsorcjum na podtoze state (AW i SAB) (ryc. 80 i 81).

4.4.5.4 Badania oczyszczania cieczy pofermentacyjnych z wykorzystaniem konsorcjum

Otrzymane konsorcjum DFMC (Patrz pkt. 4.4.5.3), zmieszano z poszczegdlnymi
odciekami (MP+, TP+, MP-, TP-) w stosunku objg¢tosciowym 1:9. Doswiadczenie
prowadzono przez okres 7 dni w warunkach napowietrzania. Jako kontrolg monitorowano
liczebno$¢ konsorcjum zmieszanego z ptynnym podtozem minimalnym (BH) w stosunku 1:9.
Dodatkowo surowe, nietraktowane odcieki rozcienczono podtozem SNB w stosunku 9:1 i
réwnolegle z inkubowano je przez okres catego eksperymentu w warunkach napowietrzania.

Dynamika liczebno$ci bakterii autochotnicznych zostata przedstawiona na ryc. 82.
Liczebno$¢ drobnoustrojow autochtocznicnych w odcieku MP+ nie ulegla zmianie w trakcie
trwania eksperymentu. W przypadku pozostaty odciekoéw liczebno$¢ ta wzrosta ok. 10-krotnie

(ryc. 82).
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Czas [dni]

uMP+ mTP+ mMP- = TP-

Ryc. 82. Dynamika liczebnos$ci bakterii autochtonicznych wystepujacych w badanych
odciekach MP+, TP+, MP- i TP- podczas 7-dniowej inkubacji w warunkach
napowietrzania

Liczebnos$¢ bakterii 1 drozdzy wchodzacych w sktad konsorcjum DFMC utrzymywata
si¢ na poziomie podobnym do poczatkowego. Zaobserwowano jedynie niewielki spadek
liczebno$ci bakterii w 7. dniu prowadzenia eksperymentu (ryc. 83 i 84). Wyniki ten jest
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zgodny z oczekiwaniam, poniewaz drobnoustroje wchodzace w sktad konsorcjum DFMC
pochodza ze s$rodowiska odciekow po fermentacji wodorowej, a zatem s3 zdolne do
przetrwania w tym specyficznym $rodowisku.
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mkontrola mMP+ mTP+ = MP- mTP-

Ryc. 83. Dynamika populacji bakterii w konsorcjum DFMC podczas inkubacji z
odciekami po fermentacji wodorowej (stupki niebieskie — kontrola, pozostale shupki —

odcieki)
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Ryc. 84. Dynamika populacji drozdzy w konsorcjum DFMC podczas inkubacji z
odciekami po fermentacji wodorowej (stupki niebieskie — kontrola, pozostale stupki —
odcieki)
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Po zakonczeniu do$wiadczenia probki poddano analizie poszczegdlnych parametréw:
ChZT, kwasy organiczne, fosfor ogolny i azot og6lny (tab. 34). Inkubacja odciekoéw
nietraktowanych, majgca na celu wykorzystanie potencjalu pierwotnej mikrobioty
autochtonicznej, nie przyniosta satysfakcjonujacych efektéw usuwania zwigzkow biogennych
(spadek azotu ogoélnego miedzy 1,5 a 26,4 % oraz spadek fosforu ogdlnego miedzy 0 a
16,3%).

Poziom ChZT istotnie ulegt obnizeniu w przypadku odciekéw MP- (76,2%), TP+ (76,6%) i
TP- (62,7), jednak w przypadku odcieku MP+ spadt o jedyne 5,1%. Mniejszy stopien
wydajnosci uzyskano z kolei w przypadku usuwania kwaséw organicznych (5,8 — 47,1 %),
ktore sg postulowane jako gtowny czynnik toksycznosci.

Wykorzystanie konsorcjum DFMC w oczyszczaniu odciekéw sprawito, ze poziom
azotu 1 fosforu ogdlnego ulegt znaczacemu obnizeniu (fosfor miedzy 45,5 — 88,5%, azot
miedzy 59,9 — 83%) (tab. 34). Poziom tych zwigzkéw w probkach MP-, TP- i TP+ osiagal
poziom dopuszczalnych norm [Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi
Srédladowej 2019]. Bardzo wysoki stopien redukcji uzyskano w przypadku parametru ChZT i
kwasow organicznych (ChZT - 80,5 — 87,1%, kwasy organiczne — 83,4 — 90%).
Zaobserwowane spadki byty przy tym poréwnywalne dla kazdego z odciekow, co swiadczy o
uniwersalno$ci dziatania konsorcjum DFMC.
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Tabela 34. Wyniki oczyszczania odciekow po fermentacji
drobnoustroje autochtoniczne i wyspecjalizowane konsorcjum mikroorganizmow

wodorowej

przez

DFMC
Odciek Parametr
ChZT [ Wyda Kwasy Wyda | Fosfor | Wyda | Azot | Wyda
[mg jnosé¢ | organiczne | jnosé ogolny | jnosé¢ | ogélny | jnosé
o] |per | MO Tpoer | oy | el [ imon | el
Inkubacja z drobnoustrojami autochtonicznymi
MP+ | 39566,67 | 5,1 3565,33+ 41,2 | 1146,00+ | 13,6 | 331,33 | 15
+1601,04 266.06 b 139,08 a + 10,26
a a
MP- 19026,67+ | 76,2 7841,33+ 36,2 | 31,37+ 128 | 2433+| 3.1
513,94 b 346,42 b 2,81a 6,03 a
TP+ | 9786,67+| 76,6 3307,33+ 47,1 | 27,33+ 16,2 | 24,00+ | 26,4
776,23 Db 189,38 b 6,43 b 7,55a
TP- | 13916,67 | 62,7 | 13213,33+ 5,8 36,77+ 0 2057+ | 65
+711,22 640,10 a 1,78 a 2,23 a
b
Inkubacja z wyspecjalizowanym konsorcjum mikroorganizméw DFMC
MP+ | 7038,33t| 831 1009,00+ 834 | 722,33+ | 455 |9050+| 73.1
520,73 b 12,77 ¢ 21,550 0,50 b
MP- ]6158,33+ | 83,7 1369,67+ 88,9 | 12,50+ 652 | 9,20+ | 63.3
596,75 ¢ 123,96 ¢ 1,32b 0,27b
TP+ |5378,00+| 87,1 806,00+ 87,1 8,35+ 88,5 | 553+ | 83.0
168,08 ¢ 9,54c¢ 1,26 ¢ 0,92b
TP- | 7276,67+| 80,5 1406,67+ 90,0 8,33+ 752 | 8,83+ | 59.9
241,32 ¢ 76,43 b 0,65b 1,04 b
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*wydajnos$¢ usuwania poszczeg6lnych parametrow

4455 Wplyw wstepnie oczyszczonych cieczy pofermentacyjnych na osad czynny

biologicznej oczyszczalni $ciekow

W celu okreslenia, czy uzyskana wydajnos¢ usuwania zanieczyszczen podczas etapu
wstepnego oczyszczania obnizyla toksycznos$¢ odciekow, wykonano testy z osadem czynnym.
Wydaje sie, ze kluczowe znaczenia miato obnizenie zawartosci kwasow thuszczowych, ktore
zgodnie z literaturg sg potencjalnym czynnikiem toksycznosci. W doswiadczeniu, ciecze
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podczyszczone za pomocg konsorcjum DFMC zmieszano w stosunku 4:1 z osadem czynnym
1 inkubowano z przez okres 7 dni. Jako kontrole wykorzystano odcieki nietraktowane.

Kondycje osadu czynnego po 7-dniowej inkubacji z odciekami okreslono poprzez
analiz¢ warto$ci indeksu Mohlmana (ryc. 85), oznaczanie liczebnosci bakterii
wolnoptywajacych (ryc. 86). Wartosci indeksu Mohlmana uzyskane dla odciekow
nietraktowanych przekraczalty warto§¢ graniczng 120 mL/g s.m., co §wiadczylo o pgcznieniu
osadu. Odcieki uprzednio traktowane konsorcjum DFMC charakteryzowaty si¢ Indeksem o
podobnej wartosci do kontroli i miescily si¢ w przedziale 80 — 100 mL/g s.m.

Podobnie, w przypadku bakterii wolnoptywajacych, odcieki nietraktowane
charakteryzowaty si¢ wynikami znaczaco gorszymi niz odcieki oczyszczone wczesniej przy
uzyciu konsorcjum DFMC. Liczebnos$¢ bakterii wolnoplywajacych byta kazdorazowo wyzsza
w odciekach surowych niz w odciekach wstepnie oczyszczonych (ryc. 86). Wysoka liczba
bakterii wolnoptywajacych $§wiadczy o rozpadzie ktaczkéw osadu czynnego czyli jego
fragmentaciji.

300
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— 260

N
N
o

220

140
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: I I I I

Osad MP- MP- MP+ MP+ - TP- P+ TP+
czynny DFMC DFMC DFMC DFMC

=N
o WO
SO O

Indeks Mohlmana [mL/g s.m
N B O
O O o

o

Ryc. 85. Diagram przedstawiajacy wyniki analiz warto$ci indeksu Mohlmana SVI dla
osadu czynnego rozcienczonego z woda (osad czynny : woda, 1:4) oraz z odciekami
pofermentacyjnymi w stosunku 1:4. Czerwonag linia zaznaczono krytyczng warto$é

progowa 120 mL/g s.m. Wartosci SVI powyzej 120 mL/ g s.m. wskazuja na pecznienie

osadu i $wiadcza o jego zlej kondycji
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Liczebnos$¢ [jtk/mL]
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P+  MP+ P+ TP+ P-  MP- P- TP-
DFMC DFMC DFMC DFMC
Czas [dni]

Ryc. 86. Analizy liczebno$ci bakterii wolnoplywajacych w prébkach odciekéw
pofermentacyjnych zmieszanych z osadem czynnym w stosunku 1:4. Wyzsza liczebno$¢
bakterii wolnoplywajace w prébkach odciekow nietraktowanych wstepnie konsorcjum

mikroorganizmow autochtonicznych DFMC §wiadczy o gorszej kondycji osadu

czynnego (slabsza integracja bakterii z klaczkami osadu czynnego)

Oceny jakos$ci osadu czynnego dokonano rowniez poprzez obserwacj¢ mikroskopowa.
O dobrej kondycji osadu czynnego $wiadcza obecno$¢ zwartych, mocnych ktaczkow oraz
niewielka liczebno$¢ bakterii wolnoptywajacych. Obecnos¢ orzeskow — organizmow
wskaznikowych, jak réwniez ameb i wrotkow to dodatkowe przestanki wskazujace na
prawidtowa prace osadu czynnego.

Oceny mikroskopowej osadu czynnego dokonano przed zalozeniem eksperymentu, a
nastgpnie po 7 dniach inkubacji z poszczegdlnymi odciekami: surowymi oraz po traktowaniu
konsorcjum mikroorganizmow autochtonicznych DFMC. Ponizej zamieszczono zdjecia
pogladowe (ryc. 87 — 90).

Osad czynny w dniu pobrania charakteryzowal si¢ zwartg strukturg i niewielka
liczebno$cig bakterii wolnoptywajacych (ryc. 87). Po 7-dniowej inkubacji osadu w warunkach
napowietrzania struktury ktaczkéw ulegly w nieznacznym stopniu rozluznieniu, jednakze nie
nastgpila znaczaca zmiana wielkos$ci ktaczkow (ryc. 88). Podobny obraz uzyskano w
przypadku probek osadu czynnego inkubowanych z odciekami traktowanymi uprzednio
konsorcjum DFMC (ryc. 90). W przypadku osadu czynnego poddanego inkubacji z
nietraktowanymi odciekami mozna bylo z kolei zaobserwowaé niemal calkowity rozpad
struktury ktaczkow, wyraznie bylo wida¢ zmniejszenie ich $rednicy i defragmentacje (ryc.
89), co swiadczylo o znaczaco gorszej kondycji osadu niz w przypadku kontroli i wariantu
uprzednio traktowanego konsorcjum DFMC.
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Ryc. 87. Obraz mikroskopowy (pow. 400x) osadu czynnego w dniu pobrania z
oczyszczalni Sciekow

Ryc. 88. Obraz mikroskopowy (pow. 400x) osadu czynnego po 7 dniach w warunkach
napowietrzania — do§wiadczenie kontrolne

Ryc. 89. A-D. Zdjecia przedstawiajace obrazy mikroskopowe (pow. 400x) osadu
czynnego po 7 dniach inkubacji z odciekami surowymi (A — MP+; B - MP-; C - TP+; D
~TP-)
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-
-

Ryc. 90. A-D. Zdjecia przedstawiajace obrazy mikroskopowe (pow. 100x) osadu
czynnego po 7 dniach inkubacji z odciekami wstepnie oczyszczanymi za pomoca

konsorcjum mikroorganizmow autochtonicznych DFMC (A — MP+; B — MP-; C - TP+;
D-TP-)

Konsorcjum DFMC wykazuje potencjal aplikacyjny jako uniwersalny preparat do
oczyszczania odciekdw pochodzacych z procesow fermentacji, szczegdlnie fermentacji
ciemnej i dlatego zostalo ono obecnie przekazane do instytucji certyfikujacej (Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego PZH — Panstwowy Instytut Badawczy) w celu uzyskania
certyfikatu higienicznego dopuszczajacego mozliwos¢ zastosowan $rodowiskowych — jako
szczepionke mikrobiologiczng (zaszczep) stuzaca do uruchamiania procesu biologicznego
oczyszczania cieczy pofermentacyjnych powstajacych podczas wytwarzania biowodoru
metodg ciemnej fermentacji.
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5. Dyskusja

Sektor produkcji biogazu i biowodoru jest niezwykle intensywnie rozwijajaca si¢
dziedzing. Realne zagrozenia wynikajace ze stosowania paliw kopalnych stawiajg nas
naprzeciw waznym decyzjom i dziataniom, ktérych celem jest poprawa jakosci stosowanych
zrodet energii, a przede wszystkim obnizenie negatywnego wplywu metod produkcji energii
na $rodowisko. Rzady poszczegolnych krajow juz dostosowujg swoje prawodawstwo, tak aby
wymusi¢ i zkodyfikowaé niezbedne zmiany w przemysle energetycznym [European Green
Deal 2020; Departament Energii USA 2020; Komisja Europejska 2021]. Jednakze, aby
uzyska¢ catkowita neutralno$¢ $rodowiskowa wykorzystywanych zrodet energii, nalezy w
pierwszym rzedzie przedsigwziaé stosowne kroki prowadzace do likwidacji badz neutralizacji
zanieczyszczen powstajacych w wyniku procesow fermentacji metanowej i fermentacji
ciemnej. Szczegodlne znaczenie ma w tym kontekscie opracowanie skutecznych biotechnologii
eliminacji $rodowiskowego zagrozenia nadmiarem substancji biogennych, a zwlaszcza
zwigzkami azotu. Zagadnienie to Stanowi wyzwanie w $wietle obecnie proponowanych,
wcigz mato efektywnych, kosztownych i wymagajacych doskonalenia metod [Cydzik-
Kwiatkowska i Zielinska 2016; Tambone i in. 2017; Cieciura-Wtoch i in. 2020].

Celem niniejszej pracy byla proba podjecia problematyki oczyszczania najbardziej
ucigzliwego odpadu powstajacego podczas produkcji biogazu i biowodoru, a mianowicie
cieczy pofermentacyjnej — uwodnionej frakcji masy pofermentacyjnej. Jest to odciek
poprzemystowy, silnie obcigzony materia organiczng 1 zwigzkami biogennymi,
charakteryzujacy si¢ niezwykle zmiennym sktadem i zazwyczaj wysoka toksyczno$cig wobec
drobnoustrojéw allochtonicznych i1 osadu czynnego biologicznych oczyszczalni $ciekow.
Opisane cechy skutkuja licznymi zagrozeniami S$rodowiskowymi, a przede wszystkim
ogromnymi trudno$ciami zwigzanymi ze stosowaniem konwencjonalnych technik
oczyszczania.

W czgsci eksperymentalnej pracy badano trzy zestawy cieczy pofermentacyjnych:
odcieki pozyskane z trzech przemystowych instalacji produkcji biogazu oraz ciecze
powstajace w trakcie fermentacji metanowej i fermentacji ciemnej, wytworzone w
laboratoryjnej instalacji modelowej Politechniki L.odzkiej przez grupe kierowang przez prof.
Sebastiana Borowskiego.

Podczas doboru do badan cieczy po fermentacji metanowej, kierowano si¢
pozyskaniem materiatu niejednorodnego, pochodzacego z réznych bioprocesoOw, powstatego
w wyniku fermentacji odmiennych substratow. Heterogeniczno$¢ cieczy pofermentacyjnych
jest szczegblnym wyzwaniem z punktu widzenia mozliwosci ich skutecznej bioremediacji, a
wynika z faktu, iz w mys$l promowanej idei gospodarki zeroemisyjnej, do produkcji energii
odnawialnej wykorzystuje si¢ rozmaite surowce odpadowe, 0 niejednolitym i trudny do
przewidzenia sktadzie, a t0 z kolei znaczaco wptywa na poziom toksycznosci i tadunek
zanieczyszczen w cieczach pofermentacyjnych [Cukrowski i Oniszek-Poptawska 2010;
Keerthana 2022]. W zwiazku z powyzszym, analizowane odcieki pochodzily z biometanizacji
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surowcéw pochodzenia ro$linnego (wyslodkow buraczanych), odzwierzecego (odpadow
poubojowych, pomiotu kurzego, gnojowicy $winskiej), jak rowniez osadow Sciekowych.

Z kolei, w badaniach odciekow towarzyszacych ciemnej fermentacji nalezy zwrocié
uwage na fakt, iz produkcja biowodoru, aczkolwiek niezwykle obiecujaca, jest wcigz
dziedzing stosunkowo nowa i niewdrozong jeszcze w praktyke przemystowg w takim
zakresie, jak produkcja biogazu. Dlatego tez w pracy korzystano jedynie z odciekow
powstatych w instalacji modelowej, w ktorej jako surowiec zastosowano wystodki buraczane.
W tym wypadku testowano ciecze, ktore rdznily si¢ warunkami prowadzenia procesu. Aspekt
ten, jak si¢ okazato, réwniez ma znaczacy wpltyw na sklad i poziom zanieczyszczen oraz
toksyczno$¢ powstajacych odciekow pofermentacyjnych [patrz pkt. 4.4].

Schemat zaprezentowany na ryc. 91 przedstawia propozycje mozliwych sposobow
zagospodarowania cieczy pofermentacyjnych powstajacych zarowno podczas biometanizacji
substratow organicznych, jak 1 fermentacji wodorowej. Ukazuje zintegrowany system
technologiczny produkcji energii odnawialnej wraz z wariantami optymalnych metod
eliminacji zagrozen i usuwania zanieczyszczen. Zostal on stworzony w oparciu o dane
literaturowe oraz rezultaty badawcze przeprowadzonych testow. Pozawala jednoczesnie
usystematyzowac i zwizualizowa¢ sekwencje prac wykonanych w ramach pracy doktorskiej.

Procesy ciemnej fermentacji i biometanizacji sg nierzadko ze soba powigzane
[Sivagurunathan i in. 2017]. Odwodniona frakcja odcieku po fermentacji ciemnej moze zostaé
przekierowana jako substrat do fermentacji metanowej. Frakcja ciekta, z kolei, moze zostac¢
zawrocona do uktadu fermentacji ciemnej, jednakze tylko w okreslonej obj¢tosci (nie wyzszej
niz ok. 20% objetosci roboczej fermentora), poniewaz wiaze si¢ 10 z ryzykiem postepujacej
kumulacji zwigzkéw niekorzystnych i toksycznych (substancji biogennych: N, P, S, metali
cigzkich), co moze negatywnie wptywac na wydajno$¢ produkcji biowodoru.

Odcieki zaré6wno z fermentacji ciemnej, jak 1 metanowej ostatecznie wymagaja
odpowiedniego oczyszczania. Ze wzgledu na obserwowang czesto wysoka toksycznos¢ tych
odpadow 1 obcigzenie zwigzkami biogennymi, nie moga one trafia¢é bezposrednio do
oczyszczalni Sciekow [Kasprzycka 2011]. W przeprowadzonych i udokumentowanych w
pracy doswiadczeniach badano i optymalizowano szereg réznorodnych metod biologicznego
oczyszczania, majacych na celu wypracowanie i zaproponowanie do wdrozenia systemowych
rozwigzan unieszkodliwiania odciekow pofermentacyjnych, zardéwno poprzez zmniejszenie
poziomu zanieczyszczen, jak i obnizenie ekotoksycznosci. Nalezy podkresli¢, ze dotychczas
wiele z zastosowanych podejs¢ badawczych jest catkiem nowych i nie zostalo jeszcze
udokumentowane w zrodtach literaturowych i patentowych.

W pracy wykazano mig¢dzy innymi po raz pierwszy, ze wybrane, reprezentatywne
probki odciekow pofermentacyjnych, mogty by¢ oczyszczane z wykorzystaniem monokultur
drozdzowych specjalistycznych drozdzy, a uzyskane wydajnosci bioremediacji byty rowne
najlepszym rozwigzaniom stosujacym konsorcja bakteryjne. Wykazano takze zdolnosc
jednokomérkowych eukariotycznych alg do bytowania w srodowisku wysoce toksycznych 1
eutrofizowanych odciekéw oraz skuteczno$¢ tych fotosyntetyzujacych mikroorganizmow w
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neutralizacji czynnikéw toksycznych. Testowano rowniez inne podej$cia angazujace
drobnoustroje autochtoniczne i allochtoniczne oraz ich konsorcja.

Wyniki uzyskane w ramach przedstawionej pracy doktorskiej przyczynity si¢ do
okreslenia czynnikéw toksycznych znajdujacych si¢ w cieczach powstalych po produkeji
biogazu i biowodoru oraz do opracowania skutecznych metod ich usuwania. Wykazano, ze
ciecze pofermentacyjne charakteryzuja si¢ wysokim poziomem zmiennosci zaleznym miedzy
innymi od substratu uzytego do fermentacji. W badaniach analitycznych wyznaczono
wybrane parametry definiujace obserwowang wysoka zmiennos¢.

Wspolng cechg odciekéw powstatych w wyniku produkcji biogazu byt wysoki poziom
azotu, wystepujacego gtdéwnie w formie amonowej (pomigdzy ok. 1000 a 3000 mg/L) oraz
niski stosunek C:N. Testowane drobnoustroje allochtoniczne w wielu przypadkach nie byty
zdolne do utrzymania poczatkowo o0znaczanej liczebnosci w Srodowisku odcieku podczas
wydluzonej inkubacji, co stanowito wyzwanie przy projektowaniu metod oczyszczania tych
$ciekow. Zaangazowanie na r6znych etapach odmiennych grup drobnoustrojéw, a takze ich
mieszanych biocenoz okazalo si¢ skutecznym podej$ciem do problemu oczyszczania cieczy
pofermentacyjnych. Zastosowane konsorcja bakteryjne i bakteryjno-drozdzowe oraz
bakteryjno-algowe usungly migdzy 50 a 80% poczatkowej zawartosci poszczegdlnych
substancji toksycznych znajdujacych si¢ w odciekach.

Odcieki powstale podczas fermentacji ciemniej wystodkéow, w odroznieniu od
typowych cieczy pofermentacyjnych z procesu biometanizacji charakteryzowaty si¢ wysokim
poziomem materii organicznej (ChZT ok. 40 000 mg O,/L) oraz, w niektorych przypadkach,
wysoka zawarto$cig fosforu, siegajaca nawet do 1400 mg/L. W sktad materii organicznej w
duzej mierze wchodzity kwasy organiczne, ktorych toksyczno$¢ zostala wielokrotnie
wykazana w opublikowanych pracach [Tenuta i in. 2002; Zeb i in. 2014; Cieciura-Wtoch i in.
2021]. Testy przezywalnosci wybranych mikroorganizméw pro- i eukariotycznych oraz osadu
czynnego w S$rodowisku omawianych odciekow wykazaly wysoki poziom toksycznosci.
Mikrobiota autochtoniczna wyizolowana z odciekow, po namnozeniu do wysokich
liczebnosci w warunkach laboratoryjnych i po ponownym zaszczepieniu, byta zdolna do
usunigcia toksycznych zwigzkow i wptywata na obnizenie poziomu toksycznosci wobec
osadu czynnego.

Ponizej, w kolejnych punktach poddano szczegdtowej dyskusji wyniki
przeprowadzonych badan. W $wietle dokonanego przegladu literatury przedmiotu wydaje si¢
uzasadnione stwierdzi¢, ze rezultaty przedstawionych prac sa innowacyjne i maja wysoki
potencjat aplikacyjny. Na dowdd tego pogladu nalezy wspomniec, iz opracowane w ramach
przeprowadzonych prac badawczych uniwersalne konsorcjum drobnoustrojow zdolnych do
oczyszczania cieczy po fermentacji ciemnej jest obecnie w trakcie certyfikacji prowadzacej
do uzyskania atestu Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego PZH — Panstwowego
Instytutu Badawczego. Konsorcjum to, po atestacji bedzie mogto by¢ wykorzystane jako
biopreparat ukierunkowany na inicjacje¢ procesu biooCzyszczania z przeznaczeniem do
zastosowania w $ciekach wysokoobcigzonych materig organiczng i zwigzkami biogennymi,
przede wszystkim w cieczach powstatych po produkcji biowodoru.
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1. Ustalenie zmiennosci skladu oraz obcigzenia cieczy pofermentacyjnych

Badane ciecze powstale w wyniku produkcji biogazu na drodze fermentacji
wykazywatly si¢ wysoka heterogenicznoscig sktadu. Zmienno$¢ ta w duzej mierze zalezna
byta od substratu uzytego do biometanizacji (tab. 10), co jest zgodne z opublikowanymi
danymi [Podkowka i in. 2012]. Najwieksze rdznice zaobserwowano w przypadku obcigzenia
materig organiczng mierzonego parametrem ChZT, poziom chemicznego zapotrzebowania
tlenu, ktorego warto§¢ wahata si¢ migdzy 390 mg O,/mL (odciek KK po fermentacji osadow
scickowych) a 18435 mg O,/mL (odciek B po fermentacji $ciekow poubojowych). Jak
wiadomo, oznaczone wartosci ChZT koreluja, dla danego typu $ciekow, z zawartoscig OWO
(ogoélnego wegla organicznego) [Miksch. i in. 2010], czyli z obecno$cig przyswajalnych
zwigzkow wegla. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze Chemiczne zapotrzebowanie tlenu, ktore
jest miarg utlenialno$ci zanieczyszczen w $ciekach, odzwierciedla rowniez obecnos$¢ innych —
obok wegla — zredukowanych zwigzkow organicznych, a takze niektorych soli mineralnych
[Dymaczewski 1995].

Wszystkie analizowane ciecze pofermentacyjne z procesu biometanizacji
charakteryzowaty si¢ wysoka zawarto$cig azotu amonowego (odciek A: 1194,5 mg/L, odciek
B: 1810 mg/L, odciek C+D: 992,5 mg/L, odciek E: 3110 mg/mL, odciek BSZ: 2554 mg/L,
odciek BB: 1075g/dm?® oraz odciek KK: 986 mg/L), ktérego warto$é znacznie przekraczata
normy okre$lone stosownymi rozporzadzeniami, a ich wprowadzenie do S$rodowiska
wigzaloby si¢ z wysokim zagrozeniem eutrofizacja okolicznych zbiornikow wodnych
[Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi 2019]. Niekorzystny stosunek
wegla do azotu w wigkszosci badanych odciekow sprawial, Zze ich oczyszczanie dostepnymi
metodami konwencjonalnymi (np. osadem czynnym) bylo niezwykle utrudnione i stanowito
szczegblne wyzwanie badawcze.
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Ciecze powstate jako produkt uboczny produkcji biowodoru podczas fermentacji
ciemnej rowniez charakteryzowaly si¢ zmiennoscig parametrow fizyko-chemicznych.
Badaniom poddano cztery ciecze pofermentacyjne rdznigce si¢ warunkami prowadzenia
procesu (fermentacja mezofilna: MP- i MP+ oraz termofilna: TP- i TP+). Najwickszym
poziomem zmienno$ci, w przypadku tego typu odpaddw, charakteryzowata si¢ zawarto$¢
fosforu, mieszczaca si¢ w zakresie od 33,53 mg/L dla TP- do 1325,77 mg/L dla MP+), oraz
azotu, w zakresie 22 mg/L dla TP- do 336,33 mg/L dla MP+). Pomimo podobnego poziomu
ChZT we wszystkich badanych odciekach (tab. 30), stwierdzono jednoczesnie duze
zroznicowanie zawarto$ci kwasow organicznych, ktore sa jednym z gltéwnych czynnikoéw
toksyczno$ci. Poziom oznaczonych lotnych kwasow organicznych w przeliczeniu na kwas
octowy, wahat si¢ pomiedzy 6066,67 mg/L (odcieck MP+) a 14 034 mg/L (odciek TP-).

Wskazane powyzej wyniki jednoznacznie pokazuja, iz odcieki pofermentacyjne sa
niejednorodne oraz silnie zalezne od substratu uzytego do fermentacji, a takze od warunkéw
prowadzenia procesu.

2. Wystepowanie i identyfikacja drobnoustrojow autochtonicznych w odciekach
pofermentacyjnych

Badane odcieki po biometanizacji wykazywaly duzg zmienno$¢ pod wzgledem
kolonizacji przez mikrobiote autochtoniczng. Odcieki BB i KK, cechujace si¢ wyjatkowo
niskim poziomem wegla w stosunku do azotu, charakteryzowaty si¢ jednocze$nie mato liczng
populacja bakterii o niewielkiej réznorodnosci gatunkowej (BB: 2,1 - 10° jtk/imL; KK: 1,6 -
10° jtk/mL, gtéwnie Gram-ujemne pateczki). Pozostate odcieki po fermentacji metanowej, z
kolei, ze wzgledu na wyzsza dostepnos¢ przyswajalnego wegla zawieraty ponad 100-krotnie
wigcej bakterii o réznorodnym sktadzie (migdzy 1 - 107 jtk/mL a 5 - 107 jtk/mL).

W przypadku odciekow po fermentacji wodorowej Czynnikiem limitujgcym rozwoj
licznej mikrobioty autochtonicznej okazat si¢ fosfor i azot. Wysoka zawarto$¢ tych biogenow
w odcieku MP+ korelowata z niska liczebno$cia drobnoustrojéw rowna 1,04 - 10° jtk/mL (tab.
30). W pozostatych odciekach liczebnosé autochtondw byta rzedu 107 jtk/mL.

Przeprowadzone do$wiadczenia oczyszczania poszczegolnych odciekéw (zaré6wno po
biometanizacji, jak 1 fermentacji wodorowej) z wykorzystaniem drobnoustrojow
autochtonicznych wskazaly na potencjat autochtonow w usuwaniu zwigzkéw biogennych i
materii  organicznej. Jednakze, niejednokrotnie efektywno$¢ oczyszczania byla
niewystarczajaca, co stanowito podstawe przedsiewzigcia odpowiednich dziatan niezbgdnych
do intensyfikacji proceséw bioremediacji.
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3. Toksyczno$é¢ odciekéw pofermentacyjnych wobec wybranych drobnoustrojéow
allochtonicznych oraz konsorcjow mikrobiologicznych

Przeznaczone do analiz toksycznos$ci drobnoustroje zostaty we wezesniejszych pracach
wyizolowane ze S$rodowiska i postuzyly jako organizmy wskaznikowe, ich tolerancja,
okreslana jako przezywalno$¢, miata Swiadczy¢ 0 neutralnym wptywie odcieku na mikrobiote
srodowiskowa. Testowano ponadto bakterie zooglealne wchodzace w sktad osadu czynnego
(Zoogloea ramigera), jak rowniez kompletng biocenoz¢ o0sadu czynnego pobranego z komory
napowietrzania przykladowej, reprezentatywnej oczyszczalni $ciekéw komunalnych (COS w
Krzeszowicach) w celu okreslenia mozliwosci wprowadzenia surowych odciekéw do systemu
oczyszczania $ciekow miejskich.

Przeprowadzone testy toksycznosci odciekow po fermentacji metanowej wzgledem
wybranych drobnoustrojow: monokultur bakterii (Pseudomonas sp. 18 i Zoogloea ramigera),
konsorcjow mikrobiologicznych (konsorcjum SB i biopreparat ZB-01) oraz szczepow
drozdzy konwencjonalnych (Saccharomyces cerevisae) i niekonwencjonalnych (Candida sp.
D11, Hansenula polymorpha, Trichosporon sp., Yarrowia lipolytica), wykazaty, ze odcieki
charakteryzowaty si¢ zroznicowanym poziomem toksycznosci. Wszystkie odcieki modelowe
A, B, C+D i E wykazaty silng toksycznos¢ wzglgdem drozdzy Saccharomyces cerevisae i
Hansenula polymorpha, ale stopien toksycznosci byt najwyzszy dla odcieku B i C+D
(catkowity spadek liczebnosci w pierwszej dobie inkubacji). W przypadku odciekéw A i E
spadek liczebnos$ci nastgpowal kolejno po pierwszej i po trzeciej dobie. Drozdze Candida sp.
w kazdym odcieku tracily catkowita przezywalnos¢ miedzy 4 a 7 dobg inkubacji, a drozdze
Trichosporon sp. przezywalty przez caty okres inkubacji w odciekach A i C+D, z kolei w
odciekach B i E ginety migdzy 4 a 7 dobg (ryc. 20 — 35). Wszystkie odcieki nie wykazywaty
efektu toksycznego wzgledem biocenozy ZB-01 (ryc. 18).

Zaskakujace okazaty sie wyniki do§wiadczen przeprowadzonych z uzyciem odciekow
BB i KK, pochodzacych z instalacji biogazowni przemystowych, kolejno w Bielsku Biatej i w
Krzeszowicach. W obu przypadkach do procesu fermentacji, jako substratu uzyto osadow
sciekowych, a ten sam rodzaj substratu znalazt odzwierciedlenie w warto$ciach 0znaczonych
poszczegdlnych parametréw (podobny stosunek C:N, dla BB — 0,45; KK — 0,4). Jednakze,
badane ciecze charakteryzowaly si¢ odmiennym poziomem toksyczno$ci. Znaczaco bardziej
toksyczny okazal si¢ odciek BB. Ws$rdéd badanych drobnoustrojéw jedynie drozdze
Trichosporon sp. i biocenoza ZB-01 utrzymaty poczatkowa liczebnos¢ w odcieku BB przez
okres 7 dni (ryc. 38 — 45). Odciek KK nie wykazat z kolei toksycznosci wzgledem bakterii
Pseudomonas sp., bakterii Zoogloea ramigera, drozdzy Trichosporon sp. oraz konsorcjow SB
i ZB-01 (ryc. 57 — 65). Swiadczy to o dodatkowym aspekcie powigzanym ze zmienno$cia
tego typu odpadow, ktory moze by¢ zwigzany z rdznicami w prowadzeniu procesow (np.
dodatek chemicznych koagulantéw), badz obecnoscig innych trudnooznaczalnych,
toksycznych zwigzkow. Identyfikacja czynnikéw toksycznosci w tego typu odpadach
niejednokrotnie jest trudna, a czasami wrecz niemozliwa.

W przypadku testow toksycznosci odciekow po fermentacji wodorowej (MP+, MP-,
TP+, TP-), stwierdzono znacznie wigksze zagrozenia S$rodowiskowe manifestujace si¢
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negatywnym wpltywem na drobnoustroje wszystkich badanych probek. Toksycznos¢
odciekow wobec wybranych bakterii (Pseudomonas sp. 18, Zoogloea ramigera) i konsorcjow
bakterii allochtonicznych (ZB-01, SB) byla wysoka, co wskazywalo na brak mozliwosci
wprowadzenia cieczy bezposrednio do gleby (toksyczno$¢ wzgledem powszechnie
wystepujacych bakterii glebowych: Pseudomonas sp., Bacillus sp., Rhizobium sp.), jak
réwniez do komoér oczyszczalni $ciekow (Silna toksycznos¢ wzgledem Zoogloea ramigera
oraz osadu czynnego pobranego z oczyszczalni miejskiej). Znaczaca redukacja liczebnoS$ci
bakterii wystgpowata juz w pierwszej dobie (odciek TP+) oraz pomigdzy drugg a czwarta
dobg inkubacji (odcieki MP+, MP- i TP-).

Najistotniejsze rdznice zaobserwowano w przypadku toksyczno$ci wzgledem
wybranych drozdzy (Candida sp. D11, Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisae,
Trichosporon sp., Yarrowia lipolytica). W wyniku przeprowadzonych doswiadczen
zaobserwowano brak toksycznosci odcieku MP- i TP- wzgledem wszystkich badanych
szczepow drozdzowych. Odciek TP+ nie wptywal negatywnie na liczebnos$¢ jedynie szczepu
Saccharomyces cerevisae, a odcick MP+ z kolei nie byt toksyczny wzgledem drozdzy
Yarrowia lipolytica (ryc. 75 — 79).

Przedstawione powyzej doswiadczenia jednoznacznie wskazuja, ze ciecze
pofermentacyjne wykazuja zrdznicowana, niejednokrotnie bardzo wszechstronng i wysoka
toksycznos¢ wzgledem drobnoustrojow allochtonicznych. Odpad ten zatem stanowi powazne
niebezpieczenstwo dla srodowiska i konieczne jest jego odpowiednie zagospodarowanie.

4. Dobér aktywnych drobnoustrojow w celu konstrukcji bioréznorodnych konsorcjow
mikrobiologicznych zdolnych do usuwania biogenow i efektywnej bioremediacji
zanieczyszczen w potencjalnie toksycznych cieczach pofermentacyjnych

Wyzwaniem  jest opracowanie skutecznych metod oczyszczania  cieczy
pofermentacyjnych. Istniejace rozwigzania wcigz sa niedoskonate (niska skutecznosc,
wysokie  koszty). Opracowanie  wydajnej  biotechnologii  eliminacji  problemu
ponadnormatywnych pozioméw zwigzkow biogennych pozwolitoby na wprowadzanie
odciekow do systemu oczyszczalni $ciekow, a takze stworzenie dodatkowej mozliwo$ci
recyrkulacji podczyszczonego odcieku jako wody technologicznej, nie powodujac przy tym
ryzyka tzw. zat¢zania $ciekow [Jedrczak 2008].

Ze wzgledu na udowodniong wysokg zmienno$¢ wiasciwosci i toksyczno$ci odciekow,
zastosowano zindywidualizowane podejscia do ich oczyszczania. W planowaniu koncepcji i
przebiegu poszczegdlnych doswiadczen laboratoryjnych kierowano si¢ poziomem
toksyczno$ci oraz  stosunkiem C:N. Wykorzystanie wybranych drobnoustrojow
prokariotycznych 1 eukariotycznych, a takze ich bior6znorodnych konsorcjow, spowodowato
usuniecie znaczacych ilosci zwigzkéw biogennych (azotu i fosforu), jednych z gtéwnych
zanieczyszczen odciekow po fermentacji metanowej 1 wodorowej, potencjalnie
odpowiedzialnych za eutrofizacje wod i gleb. Przyczynily si¢ rowniez do istotnej redukcji
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poziomu materii organicznej, w tym kwasdéw organicznych (w przypadku odciekow po
fermentacji wodorowej).

W przypadku modelowych odciekéw A, B, C+D i E, najbardziej efektywne w
bioremediacji zanieczyszczen okazalo si¢ konsorcjum ZB-01, ktorego zastosowanie
doprowadzito do redukcji zawartosci azotu amonowego kolejno o 80% (odciek A), 54%
(odciek B), 94% (odciek C+D) i 83% (odciek E). Biopreparat ZB-01 to wyspecjalizowana
biocenoza bakteryjna, sktadajaca si¢ z mikroorganizméw wyizolowanych ze §rodowisk silnie
zanieczyszczonych antropogenicznie ksenobiotykami. Sprawia to, ze jej wykorzystanie i
potwierdzone dziatanie oczyszczania odciekéw pofermentacyjnych jest w petni uzasadnione.

Kolejnym, zastosowanym w do$wiadczeniach, konsorcjum bakteryjnym byta
biocenoza amoniofilnych bakterii BLL, ktora bioagumentowano odciek BSZ,
charakteryzujacy si¢ wysokim poziomem azotu amonowego Oraz materii organicznej
wyrazonej jako ChZT (tab. 19). Po 14 dniach trwania procesu oczyszczania, wydajnos¢
usuwania azotu amonowego byla réwna 88,5%, a jednocze$nie nastgpil 53-proc. spadek
ChZT 1 znaczacy wzrost (ponad czterokrotny) gestosci aktywnej biocenozy. Biocenoza BLL
jest zatem postulowana jako konsorcjum preadaptowanych i wyspecjalizowanych
mikroorganizméw, mogaca postuzy¢ do wytworzenia osadu czynnego, ktdry przeznaczony
bedzie do biologicznego oczyszczania cieczy pofermentacyjnych zawierajacych duze ilosci
zwigzkow azotu.

Z racji faktu, iz odciek BB, jako typowy, toksyczny sciek wytworzony w warunkach
przemystowych, powstaly po biometanizacji osadow $ciekowych, moze by¢ uznany jako
reprezentatywny dla tej kategorii cieczy pofermentacyjnych, jego oczyszczaniu poswigcono
kilkuetapowy cykl badawczy.

Odciek BB charakteryzowat si¢ wysokim poziomem toksycznosci wzgledem badanych
drobnoustrojow. Jednakze niektore z drozdzy (Trichosporon sp. i Candida sp. D11) wykazaty
tolerancje i zdolno$¢ do utrzymania wysokiej liczebnosci podczas inkubacji. Takie szczepy
wykorzystano jako sktadniki wspomagajace biocenoze bakteryjng ZB-01 i przeznaczono do
oczyszczania cieczy pofermentacyjnych.

Zastosowanie samej biocenozy drobnoustrojow ZB-01, pozwolito na 46-procentowa
deamonifikacje, nie prowadza¢ réwnolegle do zwigkszenia zawarto$ci azotu azotanowego.
Konstrukcja mieszanych konsorcjow bakteryjno — drozdzowych nie przyniosta, z kolei,
oczekiwanego efektu wzrostu wydajno$ci usuwania azotu amonowego.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw mozna zatem stwierdzi¢, iz dodatek szczepow
drozdzowych nie wywotatl efektu synergii pomiedzy drobnoustrojami znajdujacymi sie¢ w
powstalym konsorcjum mieszanym. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen sugeruja wrecz
korzysci, jakie wigza sie¢ z zastosowaniem wyltgcznie preparatu bakteryjnego ZB-01 jako
najbardziej skutecznej biocenozy drobnoustrojow w badanym przypadku. Jednakze, mozna
rozwazy¢ wykorzystanie drozdzy jako komponentu wspomagajacego rozwoj biomasy w
stosunku do takich pofermentow, ktére sa wyjatkowo ubogie w substancje troficzne, badz
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wykazuja wlasciwosci hamujace lub nawet toksyczne dla bakterii. Badania takie wykraczaja
poza plan badawczy niniejszej pracy i s3 planowane jako kolejne etapy testow
optymalizacyjnych oczyszczania cieczy pofermentacyjnych.

Wysoka toksyczno$¢ odcieku BB wzgledem bakterii z gatunku Zoogloea ramigera
oraz bakterii osadu czynnego swiadczyta o konieczno$ci przedsiewziecia dziatan majacych na
celu zmiang jego parametréow fizyko-chemicznych tak, aby jego wprowadzenie do komor
napowietrzania biologicznej oczyszczalni Sciekow nie zaburzato prawidtowej pracy instalacji.

W celu intensyfikacji procesOw oczyszczania 1 obnizenia toksyczno$ci, jaka
charakteryzowal si¢ odciek BB, zdecydowano si¢ na wykorzystanie organizméw
fotoautotroficznych — mikroalg, dla proliferacji ktorych, jak zatozono, zaburzony stosunek
C:N nie powinien by¢ czynnikiem limitujagcym. To obiecujace rozwigzanie stanowi przedmiot
wielu niezaleznych publikacji [Mun i in. 2006; Luo i in. 2014; Zhu i in. 2023].

Zastosowanie bakteryjno-algowego konsorcjum ZTT i szczepu Chlorella sorokiniana
w oczyszczaniu odcieku BB, poskutkowato znacznym spadkiem toksycznosci wobec
badanych drobnoustrojéw 1 osadu czynnego. Wartos¢ indeksu Mohlmana (SVI) okreslajaca
wlasciwosci sedymentacyjne osadu wzrosta z 67,16 mL/g s.m. do 85 mL/g s.m. Parametr SVI
dla osadu czynnego dobrze pracujgcego miesci si¢ w granicach 80 — 120 mL/g s.m., zatem
odciek BB po traktowaniu mikroalgami nie wplynal negatywnie na kondycj¢ osadu, w
przeciwienstwie do odcieku surowego, ktory powodowat degradacje struktury klaczkow,
wzrost liczebno$ci bakterii wolnoptywajacych 1 obnizenie wartosci indeksu osadowego. W
obliczu faktu, ze bioaugmentacja mikroalgami przyniosta oczekiwany efekt neutralizacji
czynnikoéw toksycznosci w odcieku BB, odpad ten po wstepnym traktowaniu poddano
dalszemu oczyszczaniu z wykorzystaniem osadu czynnego.

W wyniku 7-dniowej inkubacji odcieku BB z osadem czynnym uzyskano spadek
zawartosci zwigzkoéw azotu: amonowego o 70,5% i azotanowego o 37,5%. Obnizyla si¢ tez
warto$¢ chemicznego zapotrzebowania tlenu (o 38%, tab. 24). Uzyskany wynik jest najlepszy
pod wzgledem wydajno$ci usuwania zanieczyszczen w przeprowadzonym cyklu badawczym,
co swiadczy o wysokim potencjale metody zaktadajacej dwuetapowe traktowanie odcieku
kolejno drobnoustrojami fotoautotroficznymi i osadem czynnym.

Odciek KK, charakteryzujacy si¢ podobnymi do cieczy BB parametrami, wykazywat
nizszy stopien toksycznosci wzgledem drobnoustrojow allochtonicznych, a zatem nie
wymagal wstepnego oczyszczania. Zidentyfikowane w odcieku KK drobnoustroje
autochotniczne nie byty jednakze zdolne do wydajnego usunigcia azotu amonowego i wynik
obnizenia zawartosci tego biogenu o 37% (tab. 28) nalezy uznaé za niewystarczajacy.

Z racji tego, iz istnieja doniesienia na temat zdolnosci drozdzy z rodzaju Trichosporon
do asymilacji azotu amonowego [Johnson 1975; Walker 1998], co pokrywa si¢ rowniez z
wynikami do§wiadczen wlasnych (Trichosporon jako jedyny szczep drozdzowy byt zdolny do
przezycia w srodowisku odcieku przez okres 7 dni), postanowiono wykorzysta¢ ten szczep do
dalszych dziatan. Inkubacja odcieku KK z drozdzami nie przyniosta jednak oczekiwanego
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efektu w postaci znaczacej redukcji zawartosci azotu amonowego (spadek jedynie o 14% w
ciggu 14 dniowej inkubacji).

W celu wusprawnienia procesu biologicznego oczyszczania odcieku KK,
charakteryzujgcego si¢ bardzo niskg zawarto$cig wegla organicznego, niezbedne okazato si¢
wiec suplementowanie dodatkowym zrodlem wegla. Zabieg ten pozwolil na zmiang
niekorzystnych, poczatkowych proporcji C:N, dzigki czemu odciek stal si¢ optymalnym
srodowiskiem do wzrostu drobnoustrojéw. Co wigcej nieprawidtowy stosunek C:N hamuje
procesy przemian azotu [Sharma i Bhatii 2022].

Odciek KK po suplementacji réoznymi zrédltami wegla inkubowano z drozdzami
Trichosporon sp. przez okres 14 dni. We wszystkich probkach, ktore poddano suplementacji,
poziom azotu amonowego obnizyt si¢ co najmniej o 50%. Najwyzsza wydajno$¢ usuwania
NH4 — N, tj. 0 87%, uzyskano w odcieku suplementowanym octanem sodu.

Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowac¢, iz drozdze z rodzaju Trichosporon sp. byty
zdolne do efektywnego usuwania azotu amonowego z odciekdw pofermentacyjnych.
Jednakze w przypadku wyjatkowo niskich stosunkéw C:N nalezy rozwazy¢ suplementacje
zewnetrznym zrodlem wegla. Doprowadzanie do proporcji C:N, takich ktore sg optymalne dla
namnazania mikroorganizméw, powoduje zwickszong asymilacj¢ tej formy azotu, co jest
mozliwe dzigki unikatowym wiasciwosciom biochemicznym tych drozdzy.

Odcieki MP+, MP-, TP+, TP- powstate podczas produkcji biowodoru odznaczaly sig¢
szczegblnie heterogenicznym sktadem, skutkujacym zréznicowanym poziomem toksycznosci,
ktora — jak wykazano — zalezata réwniez od zmiennych warunkéw prowadzenia procesu
(temperatura, suplementacja fosforem, zmienno$¢ w skladzie inokulum). Konieczne jest
zatem opracowanie uniwersalnych, odtwarzalnych metod zagospodarowania odciekdw po
fermentacji wodorowej, uwzgledniajacych ich wysoki poziom zmiennosci. Nalezy podkresli¢,
ze jak dotad brak jest dostgpnych, udokumentowanych w piSmiennictwie naukowym danych
przedstawiajgcych systematyczne badania nad odciekami réznych typoéw towarzyszacych
ciemnej fermentacji.

Odciek MP+ charakteryzowat si¢ wyjatkowo wysokim poziomem fosforu (1152
mg/L), azotu (336,33 mg/L) i materii organicznej (41760 mg O/L). Podczas 7-dniowej
inkubacji z hodowlami drozdzy wykazano jego silny efekt toksyczny. Jedyne zdolne do
przetrwania w srodowisku odcieku byly drozdze z rodzaju Yarrowia lipolytica.

Wyniki testow fosforu i poziomu ChZT wykazaly, ze w wyniku inkubacji odcieku
MP+ z drozdzami Yarrowia lipolytica uzyskano wysoka wydajnos¢ redukcji wyzej
wymienionych parametrow. Zastosowane drozdze przyczynity si¢ do obnizenia
poczatkowego poziomu ChZT o 73% (z 41709,33 mg O,/L do 11600 mg O,/L) oraz
usunigcia 47% poczatkowej zawarto$ci fosforu (z 1325,77 mg/L do 739,3 mg/L).

Yarrowia lipolytica, drozdze charakteryzujace si¢ unikatowym metabolizmem lipidow
i thuszczow [Beopoulos A. 2008], sa odpowiednim kandydatem do potencjalnego
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zastosowania do biologicznego oczyszczania ucigzliwych s$ciekow powstajacych podczas
mezofilnej ciemnej fermentacji.

Oczyszczanie odcieckow MP+, TP+, MP- i TP- z wykorzystaniem endogennej,
autochtonicznej mikrobioty bylo relatywnie mato wydajne. Zawartos¢ zwigzkow toksycznych
nie spadata istotnie badz obnizata si¢ niewystarczajgco, aby odciek stal si¢ nietoksyczny
wzgledem osadu czynnego (tab. 34).

Wyosobnienie, namnozenic w optymalnym, bogatym podtozu wzrostowym i
wzajemna integracja hodowli pojedynczych szczepdéw mikroorganizmoéw pochodzacych z
poszczegélnych odciekow, pozwolito na wytworzenie funkcjonalnego konsorcjum
mikroorganizméw DFMC, ktore znaczaco obnizyto poziom wszystkich badanych parametrow
(tab. 34). Wysoki stopien redukcji zawartosci kwasow ttuszczowych (migdzy 83,4 — 90%) —
glownego czynnika toksycznosci odciekéw — pozwolit na zmniejszenie toksycznos$ci cieczy
pofermentacyjnych.

Wyniki analiz przeprowadzonych z wykorzystaniem osadu czynnego inkubowanego z
odciekami surowymi i wstepnie oczyszczonymi jednoznacznie wskazuja, ze ciecze po
fermentacji ciemnej, poddane uprzedniej remediacji z wykorzystaniem konsorcjum DFMC
mikroorganizméw autochtonicznych, nie byty toksyczne dla osadu czynnego. Odcieki po
wstepnym oczyszczeniu nadajg si¢ wigc do skierowania do grupowej, biologicznej
oczyszczalni $ciekow, nie stwarzajac zagrozenia wobec osadu czynnego oraz wykazujac
radykalnie obnizone parametry zanieczyszczen.
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6. Whnioski — weryfikacja postawionych hipotez

Ciecze pofermentacyjne powstale w wyniku produkcji biogazu (fermentacji
metanowej) sg wysokoobcigzone zwigzkami biogennymi, w szczegdlnoSci azotem
amonowym.

Ciecze pofermentacyjne powstale w procesie fermentacji ciemnej zawieraja duzg
ilo§¢ materii organicznej, w duzej mierze w postaci lotnych kwaséw tluszczowych
oraz mogg zawieraé wysokie stezenia fosforu, w zaleznosci od warunkow
prowadzenia bioprocesu.

Ciecze pofermentacyjne wykazuja duzg zmienno$¢ skladu, wlasciwosci
fizykochemicznych oraz ekotoksycznos$ci; ich heterogeniczno$¢ zalezy gtownie od
uzytych w procesie fermentacji surowcoéw i metod uzdatniania.

Ciecze pofermentacyjne charakteryzujg si¢ wysoka toksycznosciag wobec wigkszosci
mikroorganizméw allochtonicznych i osadu czynnego.

Drobnoustroje autochtoniczne przejawiaja wlasnosci  fizjologiczne 1 cechy
biochemiczne $wiadczace o ich wysokim potencjale zastosowania do usuwania
zwigzkow biogennych i materii organicznej z cieczy pofermentacyjnych.

Istnieja mikroorganizmy allochtoniczne zdolne do przetrwania w S$rodowisku
wysokoobicigzonych cieczy pofermentacyjnych. Mozna je wyselekcjonowaé stosujac
odpowiednio dobrane i1 optymalizowane techniki doboru szczepow i ich adaptacji do
niekorzystnego Srodowiska odciekéw. Drobnoustroje takie wykazuja rowniez
zdolno$¢ do usuwania zwigzkow toksycznych znajdujacych si¢ w cieczach
pofermentacyjnych.

Mieszane Kkonsorcja mikroorganizméw pro- i eukariotycznych moga efektywniej
usuwacé zwiazki toksyczne zawarte cieczach pofermentacyjnych w poréwnaniu z
hodowlami szczepow dziatajacych pojedynczo.

Zastosowanie wstepnego oczyszczania z wykorzystaniem jednokomorkowych
glondéw fotoautotroficznych zmniejsza toksycznos$¢ odciekéw pofermentacyjnych o
niekorzystnym, niskim stosunku C:N i umozliwia ich podzniejsze oczyszczanie z
wykorzystaniem drobnoustrojow heterotroficznych, w tym osadow czynnych
oczyszczalni $ciekow.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

BIOREMEDIACJA ZANIECZYSZCZEN W
EUTROFIZOWANYCH CIECZACH POFERMENTACYJNYCH Z
WYKORZYSTANIEM MIKROORGANIZMOW ORAZ ICH
KONSORCJOW

Stowa Kkluczowe: mikrobiota autochtoniczna, bioproces, fermentacja metanowa,
fermentacja ciemna, biodegradacja

Odnawialne zrodta energii sa niezwykle istotng alternatywa wobec eksploatacji
kurczacych si¢ zasobow nieprzyjaznych $rodowisku paliw kopalnych. Zaréwno polityka
ekologiczna, jak i strategie energetyczne UE i USA koncentrujg si¢ na stopniowej
dekarbonizacji, dazac do neutralnosci klimatycznej i zerowej emisji do roku 2050.
Biologiczne wytwarzanie metanu i wodoru stanowi jedng z najbardziej ekonomicznie
efektywnych i korzystnych dla srodowiska technologii produkcji energii. Niekwestionowang
zaleta wymienionych bioprocesow jest fakt, iz jako substraty do fermentacji moga by¢
wykorzystywane trudne do utylizacji surowce odpadowe.

Procesy beztlenowej fermentacji wigzg si¢ z powstawaniem masy pofermentacyjnej,
bedacej ucigzliwym odpadem zawierajacym, zaleznie od stosowanej technologii, znaczne
ilosci zwigzkéw biogennych i/lub materii organicznej, w tym kwasow organicznych.
Trudnos$ci w zagospodarowaniu tego typu odpadéow zwigzane sg z licznymi restrykcjami
prawnymi oraz wysoka toksycznoscia, co sprawia, ze konieczne jest poszukiwanie nowych
metod skutecznego oczyszczania odciekow.

Tematem przewodnim wykonanych doswiadczen bylo okreslenie wlasciwosci
fizykochemicznych odciekow pofermentacyjnych pochodzacych z fermentacji metanowej i
fermentacji ciemnej (wodorowej), ich toksycznosci wobec drobnoustrojow srodowiskowych i
mikrobioty osadu czynnego, jak rowniez zawartosci frakcji organicznej i zwiazkow
biogennych. Optymalizowano rowniez biologiczne metody oczyszczania cieczy
pofermentacyjnych, wykorzystujac potencjat mikroorganizmow allo- i autochtonicznych. W
pracy zastosowano szczepy drozdzowe i bakteryjne, jak rowniez konsorcja bakteryjne i
mieszane biocenozy bakteryjno-drozdzowe i Dbakteryjno-algowe. Testowano ponadto
mozliwosci prowadzenia bioremediacji w procesie jedno- oraz dwuetapowym, angazujac na
poszczegdlnych  etapach  rézne  szczepy  drobnoustrojow  heterotroficznych i
fotoautotroficznych.
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Podczas badan wykorzystano szereg metod w celu parametryzacji mikrobiologicznej i
biochemicznej odciekow, a takze okreslano kondycje osadu czynnego, wykonywano testy
toksycznosci wzgledem wybranych drobnoustrojéw oraz prowadzono testy oczyszczania
odciekow przy uzyciu wyspecjalizowanych konsorcjow mikrobiologicznych.

Ustalono, ze ciecze pofermentacyjne réznity si¢ znaczgco wlasciwosciami i
toksyczno$cig, zaleznie od rodzaju prowadzonego procesu oraz uzytego substratu. Wartosci
chemicznego zapotrzebowania tlenu mieScity si¢ w szerokim zakresie od 400 do ponad
40000 mg O,/L. Podobnie duze roznice stwierdzono w analizach bioréznorodnos$ci
mikrobioty autochtonicznej: od obserwacji nielicznych, pojedynczych szczepdéw bakterii po
wielogatunkowe biocenozy o liczebnosci rzedu 107 jtk/mL. Wsp6lna cecha badanych cieczy
byla zawartos¢ zwigzkéw azotu i fosforu, jednak i w tym przypadku stezenia i wzajemne
proporcje C:N:P roznity si¢ znaczaco.

Wysoki poziom dywersyfikacji odciekow wymagat indywidualnego podejscia; w
stosunku do poszczegblnych cieczy prowadzono rézne zabiegi biologicznego oczyszczania,
szukajac przy tym mozliwosci poszerzenia zastosowanych metod na pozostate probki.

Badania potwierdzity mozliwo$¢ stosowania mikroorganizméw allo- i autochtonicznych
W procesie oczyszczania cieczy pofermentacyjnych. Uzyskano wysoka wydajnos¢ eliminacji
glownych zanieczyszczen: substancji biogennych i zwigzkoéw organicznych, zmniejszono
toksyczno$¢ wzgledem mikroorganizméw srodowiskowych i osadu czynnego. Ponadto, w
oparciu o drobnoustroje wyizolowane z odciekow po fermentacji wodorowej wytworzono
uniwersalne konsorcjum, ktorego efektywnos$¢ dziatania przewyzszata wszystkie pozostale,
testowane warianty. Konsorcjum to podlega obecnie rejestracji i certyfikacji srodowiskowe;j.
Wysoki potencjal aplikacyjny proponowanych rozwigzan pozwala stwierdzi¢, iz
optymalizowane metody biologicznego oczyszczania cieczy pofermentacyjnych moga z
powodzeniem zosta¢ zaimplementowane do systeméw produkcji biogazu i biowodoru.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim

BIOREMEDIATION OF EUTROPHIC
POST-FERMENTATION SLUDGE LIQUORS WITH
MICROORGANISMS AND THEIR CONSORTIA

Key words: indigenous microbiota, bioprocess, anaerobic digestion, dark fermentation,
biodegradation

Renewable energy sources may serve as an important alternative to the use of

shrinking resources of fossil fuels whose direct utilization leads to greenhouse gas emissions
and atmospheric pollution. Both the EU and US environmental policies as well as energy
strategies focus on gradual decarbonization aimed at transition towards climate neutrality with
zero emission by 2050. Biological production of methane and hydrogen is one of the most
economically-efficient and environmentally friendly energy generation technologies with an
unquestionable benefit resulting from the fact that nuisance waste materials can be used as
substrates for fermentation.
The processes of anaerobic fermentation are accompanied by generation of large amounts of a
liquid digestate pulp, a recalcitrant waste product that contains, depending on particular
technology applied, high levels of biogenic substances and/or organic matter including
organic acids. Difficulties associated with the proper management of this waste type arise
from numerous legal restrictions and high toxicities, which makes it necessary to search for
novel and efficient purification methods.

The aim of this study was to characterize physical-chemical properties of digestate liquors
obtained upon anaerobic digestion or dark fermentation, to assess toxicities towards
environmental microorganisms and activated sludges, as well as to determine the content of
organic matter and biogenic compounds. Biological treatment methods were optimized
employing specialized allo- and autochthonous microorganisms revealing bioremediation
potential: yeast and bacterial strains as well as microbial consortia containing bacteria and
mixed bacterial-yeast or bacterial-microalgae biocenoses. Variant bioremediation approaches
were tested, which were based on one- or two-stage bioprocess involving different strains of
hetero- and photoautotrophic microorganisms.

Several methods were used to analyze microbiological and biochemical parameters of the
tested effluents and to determine their influence on the condition of activated sludge. Toxicity
tests were carried out with the use of selected microorganisms and digestate liquor
purification was performed using the newly obtained microbiological consortia.
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It was found that the effluent properties and toxicities differed depending on the type of
process and the substrate used. The values of chemical oxygen demand ranged from 400 to
over 40,000 mg O,/L. Similarly, great variability was observed regarding the autochthonous
microbiota diversity: from a few single bacterial strains to highly biodiverse biocenoses
reaching the number of 10’ CFU/mL. The common feature of the effluents was the content of
nitrogen and phosphorus compounds, however, both the concentrations and C:N:P ratios
showed high variability.

A high level of diversification required an individual approach and therefore each effluent
was subjected to specific and different biological treatment actions, while keeping in mind to
enable extending the applicability of a particular method toward other samples.

The conducted experiments confirmed the possibility of using allochthonous and
indigenous microorganisms in the treatment of post-fermentation effluents. High removal
yield was achieved regarding the main pollutants: biogenic substances and organic
compounds. The toxicity towards environmental microorganisms and activated sludges
decreased dramatically. Moreover, based on the microorganisms isolated from hydrogen
fermentation effluents, a universal consortium was constructed whose effectiveness exceeded
all the other tested variants. This microbial consortium has been subjected to registration and
environmental certification. The high application potential of the proposed solutions allows to
conclude that the optimized methods of biological treatment of digester liquors can be
successfully implemented for biogas and biohydrogen production systems.
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