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WYSOKOTEMPERATUROWA BIOREMEDIACJA SCIEKOW
Z. PRZEMYSLU ZIEMNIACZANEGO Z WYKORZYSTANIEM
MIESZANEJ KULTURY BAKTERYJNEJ

Streszczenie. Celem badan byta ocena mozliwosci biodegradacji $ciekdow przemyshu ziemniacza-
nego z uzyciem mieszanych kultur bakterii rodzaju Bacillus w warunkach termofilnych. Do badan
stosowano $cieki powstajace w procesie odzysku biatka z wdod sokowych ziemniakéw (nazwa-
nych goracymi) oraz powstajace podczas produkcji skrobi ziemniaczanej. Stwierdzono istotny
wplyw temperatury procesu na efektywnos¢ biodegradacji sciekow. Oczyszczenie obu rodzajow
sciekow, wyrazone redukcja wskaznika ChZT, zmniejszato si¢ wraz z podwyzszaniem temperatu-
ry procesu. Najlepsze efekty zmniejszenia obcigzenia §ciekow obserwowano w bioreaktorze STR
w temperaturze 45°C (81£3% redukcji wskaznika ChZT $ciekow skrobiowych i 78+4% redukcji
wskaznika ChZT $ciekoéw goracych), natomiast najstabsze — w temperaturze 62°C (63+2% reduk-
cji wskaznika ChZT $ciekow skrobiowych i 65+3% redukcji wskaznika ChZT $ciekow goracych).
Analiza przebiegu zmian poziomu tlenu rozpuszczonego w podtozu $scieckowym podczas prze-
prowadzonych w warunkach napowietrzanych hodowli okresowych wykazala, ze najwyzsze
tempo redukcji wskaznika ChZT $ciekow wystepowato w okresie intensywnego przyswajania
przez stosowane kultury mikroorganizmoéw tlenu z podtoza.

Stowa kluczowe: Bacillus, Scieki, przemyst ziemniaczany, biodegradacja

Wstep

Systemy termofilne tlenowego biologicznego oczyszczania $ciekdw reprezentuja
unikalne i relatywnie nowe procesy, ktore moga by¢ szczegdlnie przydatne do biode-
gradacji Sciekow silnie obcigzonych lub sciekéw o wysokiej temperaturze (goracych).

Termofilne tlenowe biologiczne oczyszczanie $ciekow cechuje si¢ wigkszymi niz
inne procesy szybko$ciami degradacji substratu, szybka inaktywacjg mikroorganizmow
patogennych i mata produkcja osadow czynnych (LASIK i NOWAK 2007). Szybkie tem-
po biodegradacji skraca czas procesu (przetrzymywania $cieckdéw w bioreaktorze),
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a wiec obniza rowniez koszty inwestycyjne i eksploatacyjne oczyszczalni. Dodatkowo
duza szybkos¢ biodegradacji wptywa na polepszenie stabilno$ci procesu poprzez szyb-
kie wychodzenie z sytuacji krytycznych (KOSSEVA i IN. 2003).

Zdolnos$¢ inaktywacji mikroflory patogennej moze by¢ szczegdlnie uzyteczna pod-
czas utylizacji, np. gnojowicy (COUILLARD i ZHU 1993). Nie znaczy to jednak, ze ter-
mofilnego tlenowego biologicznego oczyszczania $ciekow nie mozna wykorzysta¢ do
oczyszczania innych rodzajow $ciekéw, takich jak $cieki przemystu spozywczego —
silnie obcigzonych, jednak o stosunkowo stabej koncentracji substancji biodegradowal-
nych (LAPARA i ALLEMAN 1999). Mikroflor¢ wykorzystywana w procesach biodegra-
dacji w podwyzszonej temperaturze stanowig najczgsciej kultury mieszane. Charaktery-
zuja si¢ one istotnie wigksza aktywnoscig biologiczng oraz mniejszymi wymaganiami
pokarmowymi w poréwnaniu z mikroorganizmami wystepujacymi pojedynczo. Jest to
najprawdopodobniej wynikiem synergistycznych oddziatywan wystepujacych pomigdzy
drobnoustrojami podczas wzrostu w populacjach mieszanych. Ich brak, w przypadku
pojedynczo wystepujacych monokultur, istotnie wplywa na ostabienie aktywnosci,
a zarazem zdolno$ci biodegradacyjnych mikroflory procesu (SURUCU 1999, LAPARA
1IN. 2002, LASIK i IN. 2002, KRZYWONOS i IN. 2009). Do mikroorganizméw, najczesciej
wykorzystywanych w tlenowych termofilnych procesach biodegradacji, naleza gtéwnie
bakterie rodzajow: Bacillus, Thermus lub Actinomycetes. Drobnoustroje sa najczgsciej
izolowane z goracych zrodet, gleby, kompostow, wod powierzchniowych, $ciekow oraz
zepsutej zywnosci (BEAUDET i1 IN. 1990, TRIPATHI i ALLEN 1999, SUVILAMPI i IN.
2003).

Wady tlenowego procesu termofilnego sg zwigzane ze znacznymi kosztami napo-
wietrzania bioreaktoréw, mata zdolnoscig mikroflory termofilnej do flokulacji i proble-
mami z pienieniem. Mniejsza produkcja biomasy mikroorganizméw charakterystyczna
dla tlenowych procesow termofilnych prowadzi do wigkszego niz w procesach mezofil-
nych zapotrzebowania na tlen, poniewaz wigksza ilo$¢ substratu jest przetwarzana do
dwutlenku wegla i wody zamiast do biomasy mikroorganizméw (CIBIS i IN. 2006, LA-
SIK i NOwAK 2006).

Material

Do badan uzyto dwdch rodzajow $ciekow pochodzacych z Wielkopolskiego Przed-
sigbiorstwa Przetworstwa Ziemniaczanego (WPPZ) w Poznaniu: §ciekdw powstajacych
w procesie odzysku biatka z wod sokowych ziemniakéw metoda koagulacji kwasowo-
termicznej, nazwanych goracymi, i $ciekdw powstajacych w procesie produkcji skrobi
ziemniaczanej, nazwanych skrobiowymi (tab. 1).

Procesy biodegradacji prowadzono, stosujac mieszang kultur¢ z rodzaju Bacillus
(B. laterosporus, B. circulans, B. filicolonicus, B. stearothermophilus, B. acidocalda-
rius, B. licheniformis).
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Tabela 1. Charakterystyka sktadu chemicznego $ciekéw goracych i Sciekéw skrobiowych
Table 1. Composition of hot and starch wastewaters

Wskaznik zanieczyszczenia $ciekow Scieki gorace Scieki skrobiowe
pH 5,32+0,17 5,61+£0,33
ChZT w 1 dm’ (g0,) 33,21+5,08 20,43+4,69
BZTsw 1 dm® (g0,) 16,51+3,32 9,87+2,99
Ogodlny wegiel organiczny (OWO) (g/dm’) 9,36+2,78 5,25+1,19
Substancje redukujace (g/dm’) 3,42+0,56 1,87+0,55
Azot ogblny (g/dm’) 2,11+0,26 1,24+0,11
Fosfor ogdlny (g/dm’) 0,43+0,08 0,14+0,09
Sucha substancja (g/dm®) 31,174£5,41 18,35+4,83
ChZT:N:P 100:6,5:1,3 100:6:0,7
Metody analityczne

Oznaczanie chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT), ogélnego wegla organicz-
nego (OWO), azotu ogodlnego i fosforu ogdlnego wykonywano metoda spektrofotome-
tryczng z wykorzystaniem testow kuwetowych Dr Lange (Niemcy) z uzyciem fotometru
spektralnego CADAS 30s (TOMCZAK 1 IN. 2002). Oznaczenia wykonywano w podtozu
hodowlanym po usuni¢ciu osadéw poprzez filtrowanie probek przez filtr 0,45 pm (Mil-
lex-HV, Millipore).

Oceny zawartosci kwasu mlekowego, kwasu octowego i kwasu cytrynowego w pod-
fozu hodowlanym dokonano metoda HPLC, stosujac chromatograf Merck-Hitachi,
wyposazony w kolumn¢ Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm (BIO-RAD) oraz detektor
RI (Merck-Hitachi, L-74900). Wymywanie prowadzono za pomoca 0,005 M H,SO,,
w temperaturze 30°C z predkoscig 0,8 cm’/min.

Substancje redukujace, w przeliczeniu na glukozg, oznaczano spektrofotometrycznie
metoda z kwasem 3,5-dwunitrosalicylowym (MILLER 1959).

Wstepna oceng procesu biodegradacji Sciekow przeprowadzono na podstawie ho-
dowli prowadzonych w warunkach wstrzagsanych w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci
300 cm’, zawierajacych 100 cm® podtoza, przy szybkoéci mieszania 130 obr/min. Pod-
loza zaszczepiano inokulum tak, ze stanowito 10% (v/v) hodowli.

Podczas hodowli okresowych i ciaglych w bioreaktorach do pomiaru pH wykorzy-
stano elektrod¢ kombinowang (Ingold), a zmiany nasycenia podtoza hodowlanego tle-
nem kontrolowano z uzyciem elektrody tlenowej (Ingold). Dzigki systemowi sterujace-
mu bioreaktorow przez caly czas hodowli pH byto rejestrowane i utrzymywane na sta-
tym poziomie 7,0 z doktadno$cig +0,02 poprzez automatyczne dodawanie roztworow
2,5M NaOH 12,5 M H,SO..

Do badan uzyto bioreaktorow typu STR (ang. stirred-tank reactor), o pojemno$ci
roboczej 1,5 dm’ (Biostat B, firmy B. Braun Biotech International, Niemcy) oraz 3,5
dm® (Bioflo III, firmy New Bruswick Sci., USA). Podloza $ciekowe sterylizowano
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termicznie (w kolbach stozkowych o pojemnosci 5 dm®, w temperaturze 121°C przez 40
min) i zaszczepiano 24-godzinnym inokulum, tak by stanowito ono 10% (v/v) podtoza.
Podczas wszystkich procesow hodowli okresowych stosowano takie same parametry
mieszania (550 obr/min) oraz napowietrzania podtoza (1,4-1,6 dm*/dm’/min).

Wyniki

Celem badan byta ocena mozliwosci biodegradacji $ciekow przemystu ziemniacza-
nego z uzyciem mieszanych kultur bakterii w warunkach termofilnych. Charakterystyki
przebiegu procesu oraz oceny jego efektywnosci, czyli zdolnosci mikroorganizméw do
biodegradacji sciekéw, dokonano w warunkach hodowli wstrzgsanych oraz w bioreak-
torach laboratoryjnych typu STR.

Pierwsze procesy biodegradacji, prowadzone w warunkach hodowli wstrzasanych,
pozwolily na zmniejszenie obcigzenia Sciekow, wyrazone redukcja wskaznikow ChZT,
w zaledwie 30% (tab. 2). Bylo to najprawdopodobniej zwigzane z duzym zapotrzebo-
waniem uzytej kultury mieszanej na tlen, ktory w warunkach wstrzasanych byl dostar-
czany do podtoza w niedostatecznych ilosciach, dlatego procesy biodegradacji z uzy-
ciem mieszanej kultury Bacillus prowadzono w bioreaktorze STR przy intensywnym
napowietrzaniu (1,4-1,6 dm’/dm’/min). Podczas prowadzonych procesow okresowych
oceniono wptyw temperatury, w zakresie od 45 do 62°C, na efektywnos$¢ i dynamike
przebiegu procesu biodegradacji oraz kierunek i intensywno$¢ przemian zaréwno che-
micznych (zmiany ChZT, zawarto$ci ogdlnego wegla organicznego, azotu, fosforu), jak
i biochemicznych (powstawanie i rozktad kwaséw organicznych).

Tabela 2. Redukcja wybranych parametréw $ciekéw goracych i skrobiowych w hodowlach
wstrzasanych (temperatura 55°C, 72 h, 130 obr/min) (%)

Table 2. Reduction of some parameters of hot and starch wastewaters during shaken flasks culti-
vation (temperature 55°C, 72 h, 130 rpm) (%)

Parametr Scieki gorace Scieki skrobiowe
ChZT 29,1+5,0 26,8+6,3
Sucha substancja 22,0+5,8 18,5+4,9
Substancje redukujace 89,3+2,3 92,2+4 4

W badaniach prowadzonych z uzyciem bioreaktora stwierdzono istotny wplyw tem-
peratury procesu na efektywno$é biodegradacji $ciekdw. Oczyszczenie obu rodzajow
sciekow, wyrazone redukcja wskaznika ChZT, zmniejszato si¢ wraz z podwyzszaniem
temperatury procesu. Najlepsze efekty zmniejszenia obcigzenia $ciekow obserwowano
w temperaturze 45°C (81+3% redukcji wskaznika ChZT $ciekow skrobiowych i 78+4%
$ciekdw goracych), natomiast najmniej korzystne — w temperaturze 62°C (63+2% re-
dukcji wskaznika ChZT $ciekdéw skrobiowych 1 65+3% $ciekdw goracych) (tab. 3).

Podobnie ksztaltowalo si¢ wykorzystanie obecnego w oczyszczanych $ciekach
ogoblnego wegla organicznego. Podwyzszanie temperatury procesu powodowato zmniej-
szanie zuzywania przez mikroorganizmy wegla z podtoza.
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Tabela 3. Redukcja wskaznika ChZT, zawartosci OWO, azotu, fosforu i substancji redukujacych
uzyskane po 96-godzinnych procesach biodegradacji w bioreaktorze (%)

Table 3. COD, TOC, nitrogen, phosphorus and reducing substances decrease after 96 h biodegra-
dation in bioreactor (%)

Scieki gorace Scieki skrobiowe
Parametr

45°C 55°C 60°C 62°C 45°C 55°C 60°C 62°C
ChZT 78+4 71+£3 70+4 65+3 81+3 732 6414 6312
OwWO 7344 6343 5945 6042 8943 7344 6942 63+2
Azot ogdlny 2142 1943 1642 1843 1943 1742 22+4 2443
Fosfor ogdlny 2743 28+2 25+4 23+4 27+4 28+2 25+2 24+4
Substancje redukujace 95+4 92+5 92+2 90+4 95+3 93+3 89+2 91+4
(w przeliczeniu na glukozg)

Wykorzystanie substancji redukujacych byto poréwnywalne w zakresie wszystkich
analizowanych temperatur hodowli i siggato 89-95%. Wykorzystanie azotu ogdlnego
z obu podtozy Sciekowych wynosito srednio 20%, a fosforu ogoélnego — srednio 25%.

Procesy biodegradacji sciekow przemyshu ziemniaczanego scharakteryzowano takze
pod katem tworzenia i rozktadu kwasoéw organicznych. Podczas wszystkich przeprowa-
dzonych hodowli napowietrzanych w bioreaktorach stwierdzano, ze kierunek i inten-
sywno$¢ zmian ilosciowych kwasdéw organicznych sa §cisle zwigzane z dynamika wy-
korzystywania przez mikroorganizmy tlenu i substancji redukujacych z podloza. Od
poczatku procesu obserwowano bardzo intensywne wykorzystywanie przez mikroorga-
nizmy tlenu rozpuszczonego w podtozach $ciekowych, az do wytworzenia si¢ w biore-
aktorze warunkow mikrotlenowych (pO, bliskie zeru) (rys. 1).
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Rys. 1. Przebieg zmian ChZT oraz poziomu tlenu rozpuszczonego
w podtozu podczas biodegradacji sciekow goracych w bioreaktorze

Fig. 1. The course of COD and dissolved oxygen changes during biode-
gradation of hot wastewaters in bioreactor
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Rys. 2. Przebieg zmian stezenia tlenu rozpuszczonego, zawartosci substancji
redukujacych oraz stezenia kwaséw mlekowego, octowego i cytrynowego
podczas prowadzenia napowietrzanych hodowli okresowych z uzyciem
Sciekow goracych ($rednie z wartoéci uzyskanych podczas hodowli prowa-
dzonych w temperaturach 45, 55, 60 1 62°C)

Fig. 2. The course of dissolved oxygen, reducing substances and lactic, ace-
tic and citric acids concentration during hot wastewater biodegradation
(mean values from results at 45, 55, 60 and 62°C)
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Rys. 3. Przebieg zmian stezenia tlenu rozpuszczonego, zawartosci substancji
redukujacych oraz stezenia kwaséw mlekowego, octowego i cytrynowego
podczas prowadzenia napowietrzanych hodowli okresowych z uzyciem
Sciekow skrobiowych ($rednie z warto$ci uzyskanych podczas hodowli pro-
wadzonych w temperaturach 45, 55, 60 1 62°C)

Fig. 3. The course of dissolved oxygen, reducing substances and lactic, ace-
tic and citric acids concentration during starch wastewater biodegradation
(mean values from results at 45, 55, 60 and 62°C)
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W tym okresie, wraz z rownie intensywnym wykorzystywaniem substancji reduku-
jacych, obserwowano najpierw zwigkszanie si¢ w podlozu stezenia kwasu mlekowego
(maksymalnie do 5,1 g/dm3), a nastepnie kwasu octowego (maksymalnie do 5,71
g/dm’®). W efekcie wykazano, ze przeprowadzanie okresowych 96-godzinnych proce-
sow biodegradacji skutkowato prawie catkowitym wykorzystaniem powstajacych,
w formie przejsciowych metabolitow tlenowej fermentacji termofilnej, kwasu mleko-
wego i octowego (rys. 2, 3).

Dyskusja

Wielu badaczy (LAPARA i ALLEMAN 1999, CHIANG i IN. 2001, CIBIS i IN. 2006,
NOWAK i IN. 2002) wykazato, ze bardzo istotnym elementem procesu oczyszczania
sciekow w wysokotemperaturowych warunkach tlenowych jest intensywno$¢ napowie-
trzania podtoza hodowlanego. Efektywnos¢ biodegradacji, wyrazana zmniejszeniem
ChZT, byla Scisle zwigzana z mozliwo$ciami napowietrzania oczyszczanych Sciekow.
Wraz z podwyzszaniem poziomu tlenu rozpuszczonego w podtozu, czyli ze zmniejsza-
niem zapotrzebowania uzytych mieszanych kultur mikroorganizméw na tlen, obserwo-
wano istotne zahamowanie tempa redukcji ChZT. Zapotrzebowanie na tlen zostato
ocenione na wigksze o 14% niz w konwencjonalnym procesie tlenowym (SURUCU
1999). Podczas hodowli kultur mieszanych odnotowywano czg¢sto dwa etapy intensyw-
nego wykorzystywania tlenu z podloza. Moglo to by¢ efektem sekwencyjnej aktywno-
$ci poszczegdlnych grup mikroorganizméw wystepujacych w kulturze mieszanej (BO-
MIO i IN. 1989, SURUCU 1999, LAPARA i IN. 2002, LASIK 2004). Tlenowym termofil-
nym procesom oczyszczania $ciekow towarzyszy powstawanie kwasow organicznych —
metabolitow posrednich, powstajacych na drodze biodegradacji sktadnikow podtoza.
Wielu badaczy analizujacych przemiany biochemiczne zachodzace podczas tlenowego
oczyszczania §ciekdw zgodnie stwierdzalo wystepowanie warunkow mikrotlenowych
oraz zjawiska powstawania kwasoéw organicznych (CHU i IN. 1997, YU i HWANG 2003).
Zjawisko tworzenia kwaséw organicznych wystepujace podczas oczyszczania §ciekow
w warunkach mikrotlenowych opisali m.in.: MASON i IN. (1992), CHU i IN. 1997, MAL-
LADI i INGHAM 1993 oraz CIBIS i IN. 2006). Wszyscy ci autorzy stwierdzili, ze duza
koncentracja lotnych kwasow thuszczowych byta obserwowana tylko w warunkach
mikrotlenowych, czyli wtedy, kiedy prawie caly tlen dostarczany do podtoza byl na
biezaco wykorzystywany przez zastosowane w procesie kultury drobnoustrojow.

Analiza dynamiki wykorzystywania przez mieszang kultur¢ mikroorganizméw tlenu
z podtoza oraz przebiegu procesé6w powstawania i rozkladu kwaséw organicznych
przeprowadzona w prezentowanej pracy wskazata na szybsze osiagni¢cie najwickszych
przemian metabolicznych w $ciekach skrobiowych. Catkowite wykorzystanie tlenu
obserwowano w $ciekach skrobiowych juz okoto 6. godziny procesu, podczas gdy w
sciekach goracych tlen byt obecny w podtozu jeszcze do 12. godziny (rys. 2, 3). Inten-
sywne wykorzystywanie substancji redukujacych odnotowano rowniez szybciej, bo do
6. godziny fermentacji, w $ciekach skrobiowych, natomiast w $ciekach goracych — do
24. godziny. Podobnie tworzenie si¢ kwasow mlekowego i octowego obserwowano
weczesniej podczas obrobki §ciekow skrobiowych.
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Whioski

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze procesy wysokotemperaturowej tlenowej bio-
degradacji moga by¢ wykorzystywane do oczyszczania silnie obcigzonych Sciekow
przemyshu ziemniaczanego. Efektywno$¢ i wydajnos$¢ oczyszczania $ciekow sa uzalez-
nione glownie od temperatury prowadzenia procesu oraz intensywno$ci napowietrzania
materiatu przeznaczonego do utylizacji. Zastosowanie mieszanej kultury bakterii rodza-
ju Bacillus, pozwolito na usuni¢cie od 63 do 81% zanieczyszczen (wyrazonych warto-
scig ChZT) w $ciekach ziemniaczanych. Dotychczasowe badania oraz pierwsze prze-
myslowe proby zastosowania tej technologii dowodza, ze moze ona by¢ z powodzeniem
stosowana w celu szybkiego wstgpnego oczyszczenia S$ciekow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich stabilizacji i higienizacji. Jednak jej zastosowanie na szersza skalg
wymaga jeszcze wielu badan, z jednej strony nad sposobami regulacji i kontroli proce-
su, z drugiej natomiast — nad blizszym poznaniem mikroflory bioragcej w nim udzial,
interakcji zachodzacych pomiedzy drobnoustrojami oraz ich wymaganiami §rodowi-
skowymi.
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HIGH TEMPERATURE BIOREMEDIATION OF POTATO INDUSTRY
WASTEWATERS BY BACTERIA MIXED CULTURE

Summary. The potentials of potato industry wastewaters biodegradation using mixed culture of
Bacillus in thermophilic temperatures were determined. Hot waste after protein recovery from
potato juice, as well as wastewaters from potato starch production were used. The bioremediation
effectiveness expressed as COD reduction decreased with increasing process temperatures from
81+3% reduction for starch wastewaters and 78+4% for hot wastwaters at 45°C, to 63+2% and
65+3% reduction of COD respectively at 62°C. The course of changing of pO, during batch
aerated process showed that the highest COD reduction was connected with intensive consump-
tion of oxygen by mixed culture.

Key words: Bacillus, wastewaters, potato industry, biodegradation
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