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The role of poly-p-hydroxybutyrate in nitrogen compounds reactions
in aerobic activated sludge

Summary

Efficiency of nitrogen removal by activated sludge at the presence of oxy-
gen was investigated in relation to the retention time (24 h and 12 h) ;nd sub-
strate condition in the reactor. The municipal waste with sodium aceQte was
used as carbon source. In both presented series the ratio C:N in the reactor was
about 6.6:1. The activated sludge loading was 0.08 g/g d and 0.14 g/gT; solids
retention time was 30.6 d and 13.6 d, respectively. Two fold reduction <freten-
tion time causes decrease of the nitrogen removal efficiency. At the silids re-
tention time 30.6 d concentration of PHB was high in opposite to the second se-
ries. The nitrogen removal at the low activated sludge loading is possibe in the
presence of storage material as a carbon source for endogenous denitrifcation.

Key words:
nitrification, denitrification, poly-p-hydroxybutyrate, endogenous cenitrifi-
cation, sodium acetate.

1. Wstep

Nitryfikacja jest dwustopniowym procesem utleniania azotu
amonowego do azotandéw przez autotroficzne i heterotrcficzne
bakterie tlenowe. Natomiast denitryfikacja jest procesem eduk-
cji azotyndw i azotandw, wykorzystujgcym organiczne zvigzki
weglowe jako zrodto energii. Denitryfikacje prowadza aitotro-
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ficzne i heterotroficzne mikroorganizmy zdolne do wykorzystywania utlenionych
form azotu, alternatywnych w stosunku do tlenu akceptorow elektrondéw.

Koniecznos$¢ intensyfikacji proceséw usuwania zwigzkdw azotowych ze Sciekow
wymaga stosowania rozwigzan technologicznych zwiekszajgcych sprawno$¢ biolo-
gicznych proceséw denitryfikacji. Jednym z takich dziatan jest wzbogacanie osadu
czynnego szczepami bakterii denitryfikacyjnych, ktérych reduktaza azotanowa nie
ulega represji tlenem. Denitryfikacja w warunkach tlenowych zalezy od wystepowa-
nia szczepdw bakterii, u ktorych nie wystepuje represja enzymow denitryfikacyj-
nych w obecnosci tlenu (1). W badaniach Robertsona i in. (2) potwierdzono wyste-
powanie denitryfikacji w warunkach tlenowych. Autorzy uzyskali maksymalny sto-
pien denitryfikacji przy 30% nasycenia tlenem w momencie zakonczenia nitryfikacji.
Dabert i in. (3) dokumentujg obecno$¢ szczepu SGLY?2, zdolnego do oddychania azo-
tanowego lub tlenowego w zalezno$ci od warunkdw, w jakich sie znajdowat. Rober-
tson i Kuenen (4) stwierdzili, ze Thiosphaera pantotropha wykazywata zdolnosci deni-
tryfikacyjne nawet przy stezeniu tlenu w Srodowisku wynoszacym 80%, Alcaligenes
sp. przy 50% nasycenia, natomiast Hyphomicrobium X wymagat warunkéw niedotle-
nienia. Autorzy podaja, ze szybko$¢ denitryfikacji w warunkach tlenowych byla
znacznie mniejsza. Innym rozwigzaniem technologicznym jest zastosowanie syste-
mow oczyszczania Sciekdw, w ktorych jednoczesnie zachodzi nitryfikacja i denitryfi-
kacja. Podstawg symultanicznej nitryfikacji i denitryfikacji jest takie dostarczenie
tlenu do reaktora, by uzyska¢ wymagany stopien nitryfikacji, jednoczesnie na tyle
mate, aby w reaktorze wystepowaly strefy niskiego stezenia tlenu rozpuszczonego,
niezbedne do denitryfikacji (5). W swoich badaniach Oleszkiewicz (6) potwierdza
mozliwo$¢ uzyskania wysokiej redukcji azotu ogélnego w systemach osadu czynne-
go ze sterowanym napowietrzaniem odpowiednim do poboru tlenu przez mikroor-
ganizmy. Symultaniczna nitryfikacje i denitryflkacje mozna prowadzi¢ w porcjowym
reaktorze sekwencyjnym SBR, gdzie warunki tlenowe i substratowe zmieniajg sie
W czasie.

Prowadzone sg badania nad zapewnieniem w reaktorze warunkéw do magazy-
nowania przez mikroorganizmy substancji zapasowych, stanowiacych zrédto wegla
w przemianach endogennych. Endogenne zrodto energii sprzyja odpornosci bakte-
rii na stresowe warunki ograniczonego stezenia zwigzkéw pokarmowych. Istniejg
trzy grupy zwiazkéw bedacych potencjalnymi rezerwuarami energii u mikroorganiz-
mow: weglowodany (poliglukany, glikogen), lipidy (wiaczajac kwas poli-p-hydroksy-
mastowy) i polifosforany. U cyjanobakterii stwierdzono wystepowanie azotowych
sktadnikow zapasowych. Niektdre mikroorganizmy akumulujg tylko jeden rodzaj
zwigzku zapasowego, inne zdolne sg syntetyzowac dwa lub wiecej, np. Rhodospiri-
[liim rubrum i Bacillus megaterium syntetyzuja glikogen i PHB. Kwas poli-P-hydroksy-
mastowy jest liniowym polimerem kwasu D(-)-3-hydroksymastowego, majgcym wy-
soka mase czasteczkowg. Czasteczka kwasu jest prawoskretng helisg z podwdjnie
skrecong osig. Dawes (7) podaje, ze PHB jest idealnym materialem zapasowym ze
wzgledu na zwartg nierozpuszczalng czasteczke, wywierajacg mato znaczace cisnie-
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nie osmotyczne w komorce. PHB wystepuje w postaci granuli, zwykle kulistych, oto-
czonych btona, posiadajaca Scisle przylegajacy do niej enzym polimeraze PHB, Btony
granuli u niektérych bakterii, np. Rhodospirillum rubrum i Azotobacter beijerinaii, po-
siadajg takze depolimeraze PHB, podczas gdy u innych mikroorganizméw depolime-
raza jest enzymem rozpuszczalnym.

W niesprzyjajacych warunkach wzrostu w obecno$ci nadmiaru zwigzkow weglo-
wych kwas poli-p-hydroksymastowy akumulowany jest wewnatrzkomdrkov/o (8).
Dawes (7) podaje, ze wyjatek stanowig: zmutowana bakteria Bacillus megaierium,
Pseudomonas aeruginosa, Spirillum sp., ktére akumulujg znaczne ilosci polimeru (12-18%
biomasy), rosnac przy ograniczeniu wegla. Synteza PHB moze nastagpi¢ przy ograni-
czonej ilosci w srodowisku zwigzkéw niezbednych do wzrostu, jak tlen, azot, fosfo-
rany, siarczany, magnez, potas, zelazo (9).

W prezentowanej pracy badano zdolno$¢ mikroorganizmoéw osadu czynnego do
akumulacji w komdrkach kwasu poli-p-hydroksymastowego. Celem badan byto okre-
Slenie efektywnos$ci usuwania zwigzkdw weglowych i azotowych przez osad czynny
w warunkach napowietrzania w zalezno$ci od czasu zatrzymania $ciekéw w reakto-
rze i warunkéw pokarmowych. Zwiekszono dostepnos¢ tatwo rozktadalnych zwigzkow
weglowych w $ciekach komunalnych dodajgc octan sodu. Zakres badan obejmowat
okreslenie wptywu ilosci zwigzkdw weglowych w Sciekach doptywajgcych dc reak-
tora na przebieg nitryfikacji i denitryfikacji, wyznaczenie parametréw technobgicz-
nych i kinetycznych nitryfikacji i denitryfikacji w warunkach tlenowych oraz okresle-
nie warunkéw magazynowania w komdrkach mikroorganizméw osadu czyinego
kwasu poli-p-hydroksymastowego.

2. Metodyka

Badania prowadzono w reaktorze okresowym BIOFLO 3000. W warunkach do-
$wiadczalnych, w temperaturze 20°C i przy nasyceniu tlenem 30% reaktor o obje-
tosci 5 dm”, wyposazony w mieszadto (50 obrotéw/min), pracowat w cyklach dwu-
dziestocztero- i dwunastogodzinnych, podczas ktérych nastepowaty czter> fazy:
napetniania (10 min), reakcji - mieszania,/napowietrzania (23 h lub 11 h), sed/men-
tacji (30 min) i spustu (20 min). Po 10-dniowym okresie adaptacji mikroorganizméw
do warunkéw eksperymentalnych, w zaleznosci od czasu zatrzymania $ciekOM w re-
aktorze, tj. po dwudziestu czterech lub po dwunastu godzinach z reaktora (dpro-
wadzano 2,5 dm” Sciekéw oczyszczonych, a nastepnie doprowadzano 2,5 dm” Scie-
kéw komunalnych z dodatkiem 1 g octanu sodu. Sredni sktad $ciekéw komundnych
wykorzystanych w badaniach przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1

Sredni sktad $ciekéw komunalnych

Parametr Seria | Seria 11
ChZT (mg/dm3) 295,7 356,7
N<, (mg/dm3) 40,5 48,7
N-NH4 (mg/dm5) 19,3 18,8

W pracy zaprezentowane zostaty wyniki dwdch serii badawczych rézniacych sie
czasem zatrzymania w reaktorze. W serii | czas wynosit 24 h, w serii Il - 12 h. War-
tosci pozostatych parametréw technologicznych zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Parametry technologiczne serii badawczych

Parametr Seria | Seria Il
czas zatrzymania (h) 24 12
stezenie osadu czynnego (mg/dm”) 3557,7 29225
nasycenie tlenem (%) 30 30
obcigzenie osadu fadunkiem zwiazkéw weglowych (g/g d) 0,08 0,14
obciazenie osadu fadunkiem zwigzkéw azotowych (g/g d) 0,0066 0,0408
wiek osadu czynnego (d) 30,6 13,6
wspétczynnik przyrostu osadu (g/g) 0,2499 0,5431
CN 6,774 6,509

Na zakonczenie kazdej serii badan przeprowadzono badania kinetyczne biode-
gradacji zanieczyszczen w $ciekach komunalnych z dodatkiem octanu sodu przez
osad czynny. Na podstawie uzyskanych wynikdw zmian zawartosci zwiazkéw azoto-
wych w reaktorze podczas napowietrzania okreslono szybko$¢ usuwania zwigzkow
azotowych, wyznaczajac rzad i statg szybkosci reakcji.

W $ciekach doptywajgcych i odptywajgcych z reaktora kontrolowano wartosci
nastepujacych wskaZznikdéw: stezenie zwigzkdw organicznych oznaczanych jako
ChZT (10), stezenie zwigzkéw azotowych w formie azotu amonowego (11,12), azotu
azotanowego (13) i azotu ogolnego (14) w doptywie, stezenie zawiesin ogdlnych,
lotnych i mineralnych osadu czynnego (15). Réwnoczesnie kontrolowano zdolnosé
biomasy osadu czynnego do magazynowania substancji organicznych w postaci PHB
(metoda wybarwiania podana przez jenkinsa i in., (16)). Metodg respirometryczng
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okreslono zuzycie tlenu przez osad czynny w procesach oddychania endogennego,
substratowego i nitryfikacji.

3. Oméwienie wynikow badan

w badaniach przyjeto, ze 30% stan nasycenia $ciek6w tlenem pokrywa zapotrze-
bowanie mikroorganizmdw na utlenianie zwigzkéw organicznych i azotu amonowe-
go, nie powodujac zahamowania denitryfikacji. Zmiana parametrow technologicz-
nych w prezentowanych seriach (tab. 2) nie wptyneta na sprawno$¢ usuniecia
zwiagzkéw wegla przez osad czynny (tab. 3). Uzyskano wieksza sprawnos¢ usuniecia
zwigzkoéw azotowych przez osad czynny w serii |, w ktorej czas reakcji wynosit 24 h.
Szybkosci usuwania zwigzkéw azotu przez osad czynny w obu seriach wynosity od-
powiednio 0,68 mg/g-h i 1,52 mg/g-h.

Tabela 3

Efektywno$¢ usuwania zwiazkéw weglowych i azotowych ze $Sciekéw przez osad czynny w warunkach tleno\tych

Parametr Seria | Seria 1l
sprawno$¢ usuwania zwigzkéw weglowych (%) 93,6 90,3
sprawnos$¢ nitryfikacji (%) 98,4 98,4
sprawnos$¢ denitryfikacji (%) 84,7 74,0
ChZT w odptywie (mg/dm”) 21,3 345
N-NH4 w odptywie (mg/dm™) 0,3 0,3
N-NO3 w odptywie (mg/dm”) 59 11,1

Whyniki badan kinetycznych biodegradacji $ciekow komunalnych potwierdzajg
zwiekszong sprawno$¢ usuwania zwigzkOw azotu przez osad czynny w serii . Na ry-
sunku | przedstawiono zmiany stezenia azotu amonowego i azotu azotanowego oraz
zmiany zawartosci tlenu w reaktorze w serii | i 11. Z przebiegu krzywych na rysunku la
wynika, ze nitryfikacja i synteza biomasy w serii 0 dwudziestoczterogodzinnym czasie
zatrzymania spowodowaty spadek stezenia azotu amonowego z poczatkowej warto-
sci 21,8 mg/dm” do 0,2 mg/dm” po 24 h reakcji. Stezenie azotu azotanowego wzrosto
z 0,7 mg/dm” do 5,1 mg/dm”. Stezenie tlenu od drugiej do siodmej godziny “vynosito
ok. 0,1%, nastepnie wzrosto do 30% nasycenia. Z danych przedstawionych na rysunku
Ib wynika, ze po dwunastu godzinach reakcji stezenie azotu amonowego spadio
z poczatkowej wartosci 17,1 mg/dm” do 0,3 mg/dm”. Zawarto$¢ tlenu w reaktorze
utrzymywata sie na poziomie 0,1-0,3% stanu nasycenia. W dsmej godzinie badar ob-
serwowano wzrost ilosci tlenu w reaktorze do 30%. Stezenie azotu azotanowego w re-
aktorze rosto z wartosci poczatkowej 0,3 mg/dm” do 9,1 mg/dm” po 12 h reakcji.
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Rys. 1. Przemiany zwigzkéw azotowych w osadzie czynnym w warunkach napowietrzania: a) czas
zatrzymania 24 h; b) czas zatrzymania 12 h.

Na podstawie prezentowanych wynikdw na rysunku 2a i 2b wskazuje sie na za-
chodzenie denitryfikacji w osadzie czynnym w warunkach napowietrzania. Pierwsza
krzywa przedstawia uzyskang zmiane stezenia azotu azotanowego w czasie reakcji,
druga teoretyczng warto$¢ azotu utlenionego (Nuti), przy zalozeniu, ze catkowita
ilos¢ azotu amonowego byta utleniona przez osad czynny do azotandw. Rdznica
stezen azotu utlenionego i stezenia azotandw w reaktorze wskazuje na przebieg
usuwania zwigzkéw azotowych przez osad czynny, jest to ta ilos¢ zwigzkdw azoto-
wych, ktéra zostata usunieta przez osad czynny w wyniku denitryfikacji i syntezy
biomasy. Ze wzgledu na niski wsp6tczynnik przyrostu osadu (0,2499 g/g i 0,5431 g¢/g)
ilos¢ zwigzkdéw azotowych wykorzystanych na synteze biomasy byta niewielka.

Rys. 2. Przebieg usuwania zwigzkéw azotowych przez osad czynny w warunkach napowietrzania:
a) czas zatrzymania 24 h; b) czas zatrzymania 12 h.
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Rys. 3. Oddychanie endogenne i substratowe osadu czynnego: a) czas zatrzymania 24 h; b) :zas za-
trzymania 12 h.

Na rysunku 3a i 3b przedstawiono przebieg oddychania endogennego i substra-
towego osadu czynnego w omawianych seriach. Na poczatku cyklu tlen byt zuzywa-
ny przede wszystkim na oddychanie endogenne.

W badaniach mikroskopowych osadu czynnego dowiedziono, ze przy wiel<u osa-
du wynoszacym 30,6 d i czasie zatrzymania $ciekdw w reaktorze 24 h koncertracja
kwasu poli-p-hydroksymastowego byta wysoka, ulegta natomiast znacznemu o3nize-
niui przy 13,6-dniowym wieku osadu czynnego i 12 h czasie zatrzymania. Fotcgrafie
osadu czynnego ze zmagazynowanym kwasem PHB (wybarwiony na czarno) w o3u se-
riach przedstawiono na rysunku 4a i 4b.

Rys. 4. Fotografie osadu czynnego z wyksztatconym kwasem PHB: a) czas zatrzymania 24 h; >) czas
zatrzymania 12 h. e >
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4. Dyskusja

w badaniach wykazano, ze po zakonficzeniu proceséw utleniania w osadzie czyn-
nym nastepowat szybki wzrost stezenia tlenu w reaktorze do warto$ci nasycenia.
Sprawnos¢ usuwania zwigzkéw azotowych ze Sciekdw komunalnych przez osad
czynny w warunkach napowietrzania wynosita w serii | - 84,7%, a w serii Il - 74,0%.
Mimo niskiego w serii | obcigzenia osadu czynnego tadunkiem zwigzkéw weglo-
wych, efektywno$¢ usuwania azotu byta wyzsza niz w serii 11. Wynikato to z dtuzszej
fazy denitryfikacji endogennej w serii 1. W fazie denitryfikacji endogennej bakterie
wykorzystywaty nagromadzony w komoérkach PHB jako donor elektronéw w obec-
nosci azotandéw. Polimer kwasu 3-hydroksymastowego bakterie produkujg w warun-
kach limitujgcych wzrost, jednak w obecnosci nadmiaru wegla organicznego. W pre-
zentowanych badaniach ilo$¢ wegla organicznego okreslono stosunkiem C:N, ktory
wynosit odpowiednio 6,774 i 6,5009.

W badaniach mikroskopowych osadu czynnego w serii 1l zaobserwowano w ko-
morkach bakterii minimalne ilosci kwasu PHB, Zrodta wegla endogennego, w przeci-
wienstwie do serii 1, gdzie kwas ten wystepowat w duzych ilosciach. Mozna przy-
puszczac, ze efektywnos¢ dysymilacyjnej redukcji azotandw w osadzie czynnym za-
lezata od rezerwy wegla organicznego zgromadzonego w komdrkach bakterii. Na
podstawie wynikdw badan wiasnych wskazuje sie, ze mniejsze zuzycie zwigzkéw
weglowych w procesach denitryfikacji pozwolito na zgromadzenie wiekszej ilosci
kwasu PHB w komorkach osadu czynnego w serii | i zapewnito efektywng denitryfi-
kacje endogenng. W serii Il w reaktorze panowaty warunki sprzyjajace syntezie PHB:
niskie stezenie tlenu, prawie dwukrotnie wyzsze obcigzenie osadu czynnego tadun-
kiem zanieczyszczen organicznych (nadmiar zwigzkow weglowych). W serii tej ob-
serwowano matg ilos¢ kwasu PHB w komdérkach mikroorganizméw. Wynikato to naj-
prawdopodobniej z wiekszej szybkosci usuwania zwiazkéw azotu (1,52 mg/g h)
w poréwnaniu z serig | (0,68 mg/g-h), a tym samym z wiekszego zuzycia zwiazkow
weglowych na denitryfikacje.

W szczeg6towych badaniach baktem Azotobocter beijerinckii rosnacej na pozywce
glukozowej Dawes (7) dowiddi, ze tylko przy ograniczeniu tlenu uzyskiwano wyso-
kie stezenie polimeru w komorkach bakterii. James i in. (17) stwierdzili, ze w przy-
padku ograniczenia tlenu wzrasta stezenie NADH, powodujac inhibicje enzymoéw cy-
klu kwaséw trojkarboksylowych. Prowadzi to do akumulacji acetylo- CoA i tworze-
nia kwasu 3-hydroksymastowego. W swoich badaniach Chen i in., (18), wskazuja tak-
ze na zaleznosc ilosci zmagazynowanego w komorkach kwasu PHB od napowietrza-
nia. Najwieksze ilosci PHB uzyskano przy stezeniu tlenu ponizej 6,9% (19). W obu se-
riach badan wiasnych stezenie tlenu przez 8 godzin byto niskie (0,0-1,5%) ze wzgle-
du na przebiegajace w osadzie czynnym procesy utleniania zwigzkéw weglowych
i azotowych zawartych w sciekach.

W literaturze wykazuje sig, ze czynnikiem hamujacym rozpoczecie magazyno-
wania wegla organicznego w postaci kwasu poli-(3-hydroksymastowego moze byé
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czas zatrzymania $ciekbw w reaktorze. Wedtug Martineza i in. (20), bakterie
rosngce na pozywce z 2% sacharozy wytworzyty 0,119 mg PHB/mt (czas 24 h) i 0,136
mg PHB/mI (czas 48 h). Wedtug Hallina i in. (21) nawet, wtedy gdy do Sciekdéw doda-
wane sg fatwo rozkladalne zwigzki, jak octan, potrzebny jest czas adaptacji mikro-
organizméw do zmienionych warunkéw pokarmowych. W obu seriach proces utle-
niania substratow zawartych w $ciekach byt poprzedzony okresem, kiedy bakterie
wykorzystywaty gtéwnie wewnatrzkomdrkowe substancje zapasowe, przechodzac
z fazy oddychania endogennego do fazy utleniania, istniejg jednak dane (22), wska-
zujace, ze produkcja polimeru byta niezalezna od ograniczenia istotnego sktadnika
pokarmowego.

Na podstawie wynikéw badan wiasnych wskazuje sie, ze usuwanie zwiazkow
azotowych przy niskim obcigzeniu osadu czynnego tadunkiem zanieczyszczen jest
mozliwe, gdy sg zapewnione warunki do wytworzenia materiatu zapasowego w po-
staci polimeru PHB, ktory jest Zrédiem wegta w denitryfikacji endogennej. W pre-
zentowanych badaniach do takich czynnikéw mozna zaliczy¢ wystepowanie w Scie-
kach frakcji fatwo rozkiadalnej, wzbogaconej dodanym do $ciekéw octanem oraz
okresowy deficyt tlenu w reaktorze.
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