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C.11. BIODEGRADACJA. BADANIA STOPNIA HAMOWANIA ODDYCHANIA
OSADU CZYNNEGO

1. METODA
1.1. Wstep

Metoda stuzy do oceny wplywu badanej substancji na mikroorganizmy poprzez pomiar szybkosci oddychania w
okreslonych warunkach w obecnosci badanej substancji w réznych st¢zeniach.
Celem tej metody jest opracowanie szybkiej wstepnej metody dla identyfikacji substancji, ktére moga
niekorzystnie zmienia¢ aerobowe warunki mikrobiologiczne oczyszczalni $ciekéw, oraz okreflenie stezen
badanej substancji, ktére nie dzialaja hamujaco i ktére mogg byé uzyte wbadaniach podatnosci na
biodegradacje.
Badanie wstgpne zakresu stgzen moze poprzedza¢ badanie wlasciwe. Pozwala ono na uzyskanie informacji
o zakresie stezen uzytych w badaniu wiasciwym.
Stosuje si¢ dwie probki kontrolne bez badanej substancji, jedna na poczatku, druga na koricu kazdej serii bada.
Kazda porcja osadu czynnego powinna by¢ sprawdzona przy uzyciu substancji kontrolne;.
Metoda znajduje najlepsze zastosowanie w przypadku substancji, ktére ze wzgledu na ich rozpuszczalnos§é
w wodzie 1 niska lotno$¢ moga pozostawa¢ w wodzie.
Dla substancji o ograniczonej rozpuszczalnoici w badanym podlozu moze nie by¢ mozliwe okreslenie
warto$ci ECso.
Jesli badana substancja wykazuje skionno$¢ do rozprzggania oksydatywnej fosforylacji, wyniki oparte na
poborze tlenu moga prowadzié do blgdnych wnioskéw.
Przy prowadzeniu badania warto dysponowa¢ nastgpujacymi informacjami:

- rozpuszczalno$¢ w wodzie,

- preznos¢ par,

- budowa czasteczkowa,

- czysto$¢ badanej substancji.
Poniewaz osad aktywny moze zawieraé potencjalnie patogenne organizmy, nalezy przy pracy z nim zachowaé
ostrozno$¢.

1.2. Definicje i jednostki

1. Szybko$¢ oddychania: zuzycie tlenu przez mikroorganizmy w napowietrzonym $cieku, wyrazone w mg O,
na mg $§cieku na godzing.

W celu obliczenia hamujacego efektu badanej substancji w okre$lonym stezeniu, szybko$¢ oddychania wyraza
si¢ jako $redni procent szybkosci oddychania z dwéch kontrolnych prébek:

1__§§__ x 100 = procent zahamowania
Sc1+Se2

gdzie:

Ss -~ szybko$¢ zuzycia tlenu w badanym stgzeniu badanej substancji/preparatu,
S, - szybkos$¢ zuzycia tlenu w badaniach kontrolnych 1,

Sz —  szybko$¢ zuzycia tlenu w badaniach kontrolnych 2.

ECsy wyznaczone w tej metodzie jest to stezenie substancji badanej, przy ktorym szybko$¢ oddychania wynosi
50% wartosci kontrolnej w warunkach opisanych wyze;j.

1.3. Substancje kontrolne

Jako substancji kontrolnej do wyznaczenia ECs, w kazdej partii osadu aktywnego zaleca si¢, w celu sprawdzenia
wrazliwosci tego osadu, stosowanie 3,5-dichlorofenolu, ktéry jest znanym inaktywatorem oddychania.
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1.4. Zasady i metody badania

Szybkoé¢ oddychania osadu aktywnego zasilonego standardowa iloécia sztucznego $cieku mierzy si¢ po czasie
kontaktu wynoszacym 30 minut lub 3 godziny. Szybko$¢ oddychania takiego samego osadu aktywnego
w obecno$ci réznych stgzefi badanej substancji rowniez mierzy si¢ w identycznych warunkach. Hamujacy efekt
badanej substancji lub preparatu w okreslonym st¢zeniu jest wyrazony jako warto$¢ procentowa sredniej
szybkosci oddychania z dwéch badan kontrolnych kontroli. Warto§¢ ECsy jest wyznaczana z oznaczefi przy
réznych stgzeniach.

1.5. Kryteria wiarygodnosci badan
Wyniki badania sa wiarygodne, jezeli:

- szybko$¢ oddychania w obu badaniach kontroinych nie rozni si¢ o wiecej niz 15%,

- warto$§¢ ECsy (30 min i/lub 3 godziny) dla 3,5-dichlorofenolu osiaga warto$¢ z akceptowanego

zakresu: 5-30 mg/dm’.

1.6. Opis metody badania
1.6.1. Odczynniki
1.6.1.1. Roztwory badanych substancji
Swieze roztwory badanych substancji przygotowywane sa na poczatku badat przy uzyciu roztworu
podstawowego. Jezeli stosowana jest metoda opisana ponizej, odpowiednie jest stezenie roztworu
podstawowego réwne 0,5 g/dm’.
1.6.1.2. Roztwor substancji kontrolnej
Roztwor 3,5-dichlorofenolu przygotowuje si¢ np. przez rozpuszczenie 0,5 g 3,5-dichlorofenolu w 10 cm® 1M
roztworu NaOH, dodanie ok. 30 cm’ wody destylowanej oraz dodanie przy ciaglym mieszaniu 0,5M roztworu
H,SO, do momentu zaczynajacej si¢ precypitacji (wystarczy okoto 8 cm® 0,5M H,SO,). Ostatecznie uzupelnia
sie uzyskana mieszaning woda destylowana do 1 dm’. Warto$¢ pH powinna miescié sie w zakresie od 7,0 do 8,0.

1.6.1.3. Sztuczny sciek

Sztuczny $ciek przygotowuje sig przez rozpuszczenie nastepujacych ilosci substancji w 1 dm’ wody:

Pepton 16 g,
Wyciag migsny 11g,
Mocznik 3g,

NaCl 0,7 g,
CaCl,2H,0 04g,
MgSO47H20 0,2 g,
KzHPO4 2,8 g

Jesli przygotowane podloze nie jest uzyte natychmiast po przygotowaniu, powinno by¢ przechowywane
w ciemnosci w temp. 0°C do 4°C, nie diuzej niz tydziefi, w warunkach, ktore nie spowoduja zmiany jego skiadu.
Podioze powinno by¢ wyjatowione przed przechowywaniem, ewentualnie pepton i wyciag migsny mozna doda¢
tuz przed przeprowadzeniem badania. Przed uzyciem nalezy je dobrze wymiesza¢ i doprowadzi¢ pH do
odpowiedniej wartosci.
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1.6.2. Aparatura

Aparatura do pomiaru: precyzyjne ustawienie aparatury nie jest warunkiem decydujacym o jakosci
przeprowadzonego badania. Jednakze, nalezy zachowa¢ odpowiednia przestrzen wolna, a prébnik powinien by¢
dobrze dopasowany do szyjki naczynia pomiarowego.
Niezbgdne jest podstawowe wyposazenie laboratorium, w szczegdlnosci:

- aparatura pomiarowa,

- urzadzenie do napowietrzania,

- sprzgt i elektrody do pomiaru pH,

- elektroda tlenowa.

1.6.3. Przygotowanie inokulum

Zaleca si¢ uzycie osadu aktywnego z oczyszczalni $ciekéw przetwarzajacej przede wszystkim $cieki komunalne
jako inokulum mikrobiologicznego.

Jesli to konieczne, po powrocie do laboratorium, grubsze czastki nalezy usunaé poprzez sedymentacj¢ w krétkim
czasie, np. 15 min, i zlanie gérmej warstwy drobniejszych czastek do uzytku. Osad moze byé takze mieszany
przez kilka sekund.

Jesli podejrzewa si¢ obecno$¢ substancji hamujacych, osad powinien by¢ przeptukany woda wodociagowa lub
roztworem izotonicznym. Po odwirowaniu, supernatant jest zlewany (procedura ta jest powtarzana trzykrotnie).
Niewielkie ilosci osadu sa wazone i suszone. Z uzyskanych pomiar6w mozna obliczy¢ mase wilgotnego osadu,
ktéra nalezy zawiesi¢ w wodzie, by otrzyma¢ czynny osad w stezeniu 2-4 g zawieszonych czastek/dm’. Takie
stezenie pozwala na uzyskanie wbadanym podiozu stgzenia z zakresu 0,8-1,6 g/dm’, pod warunkiem
przestrzegania sposobu postgpowania opisanego ponizej.

Jesli osad nie moze by¢ uzyty w dniu zebrania, do kazdego dm’® osadu aktywnego przygotowanego jak wyzej
dodaje si¢ 50 cm’ sztucznego $cieku; osad ten jest napowietrzany przez noc w temperaturze 20+2°C.
Napowietrzenie utrzymuje si¢ do momentu uzycia w ciggu dnia. Przed uzyciem sprawdza si¢ pH, ktére w razie
konieczno$ci doprowadza si¢ do wartosci zawartej w granicach 6,0-8,0. Czastki zawieszone w mieszanym ptynie
powinny by¢ oznaczane wedlug opisu umieszczonego w metodzie ,Biodegradacja. Badania symulacyjne osadu
czynnego”.

Jesli ta sama partia osadu musi by¢ uzyta w nastepnych dniach (najg)éiniej w ciagu 4 dni), przy koficu kazdego dnia
roboczego dodaje si¢ dalsze 50 cm® sztucznego cieku na kazdy dm” osadu.

1.6.4. Wykonanie badania

Czas trwania/czas kontaktu: 30 min i/lub 3 godziny, podczas ktdrych zachodzi proces napowietrzania

Woda: woda pitna (koniecznie odchlorowana)

Powietrze: czyste, bez oleju, przeplyw powietrza 0,5-1 dm*/min

Aparatura do pomiaru: plaskodenna kolba, taka jak do pomiaru BZT

Miernik tlenu: stosowna elektroda tlenowa z zapisem

Roztwér odzywczy: sztuczny $ciek

Badana substancja: roztwor badanej substancji §wiezo przygotowywany na poczatku badania
Substancja kontrolna: np. 3,5-dichlorofenol (przynajmniej trzy st¢Zenia)

Kontrole: inokulowane prébki bez badanej substancji

Temperatura: 20+2°C

Sugerowana procedure do§wiadczalna, ktéra mozna zastosowa¢ dla substancji badanej i kontrolnej, podano ponizej:
Uzywa sie kilku naczyn (np. zlewek o pojemnosci [ dm?).

Przygotowaé co najmniej 5 roztworéw o stezeniach rézniacych si¢ miedzy soba o staly wspélczynnik nie-
przekraczajacy wartosci 3,2.

W czasie ,0” 16cm’ sztucznego $cieku uzupemi¢é woda do 300 cm’. Dodaé 200 cm’ inokulum
mikrobiologicznego i catos¢ (500 cm’) przelaé do pierwszego naczynia (kontrola pierwsza C,).

Badane naczynie powinno by¢ ciagle napowietrzane, co powoduje, ze ilo$¢ rozpuszczonego tlenu nie spada ponizej
2,5 mg/dmj, oraz ze bezposrednio przed pomiarem szybko$ci oddychania, stgzenie tlenu bgdzie wynosié
ok. 6,5 mg/dn’.

W czasie ,,15 minut" (15 minut jest arbitralnie ustalonym, lecz wygodnym ?rzedzialem €Zasowym) powyZsza
procedura powinna by¢ powtarzana, z wyjatkiem tego, ze dodaje si¢ 100 cm” roztworu podstawowego badanej
substancji do 16 cm® sztucznego $cieku przed uzupemieniem woda do 300 cm’® i inokulum mikrobiologicznego do
objetosci 500 cm’. Mieszaning przelewa si¢ nastgpnie do drugiego naczynia i napowietrza w sposéb opisany
powyzej. Proces powinien by¢ powtarzany w 15 minutowych odstgpach, z zastosowaniem réznych objgtosci
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roztworu podstawowego badanej substancji, w celu otrzymania serii naczyn zawierajacych rézne stezenia badanej
substancji. Ostatecznie, przygotowuje si¢ drugg kontrolg (C,).

Po uplywie trzech godzin mierzy si¢ pH i dokladnie wymieszana probke z naczynia pierwszego przelewa si¢ do
aparatu pomiarowego w celu pomiaru szybkosci oddychania w czasie do 10 minut.

Oznaczenie to jest przeprowadzane dla zawarto$ci kazdego naczynia w 15-minutowych odstepach w taki sposéb, ze
czas kontaktu w kazdym naczyniu wynosi 3 godziny.

Substancja kontrolna jest badana na kazdej partii inokulum mikrobiologicznego w ten sam spos6b.

Postgpowanie wedlug innego schematu (np. konieczno$¢ liczby aparatéw wigkszej niz 1 do pomiaru ilosci tlenu)
bedzie konieczne, gdy pomiary bgda przeprowadzane po 30 min kontaktu.

Je$li wymagany jest pomiar zuzycia tlenu, w nastgpnych naczyniach przygotowuje si¢ badana substancjg,
sztuczny $ciek i wode, lecz bez osadu czynnego. Zuzycie tlenu jest oznaczane i odnotowywane po czasie
napowietrzania 30 minut i/lub 3 godziny (czas kontaktu).

2. WYNIKI ICH I OCENA

Szybkos¢ oddychania wyliczana jest zzapisu aparatu do pomiaru zawartosci tlenu pomigdzy ok.
6,5 mg tlenw/dm® i 2,5 mg tlenu/dm’, lub w 10 min okresie, kiedy szybko$¢ oddychania jest niska. Czgsé
krzywej oddychania, podczas ktdrej oznacza si¢ szybko$¢ oddychania, powinna by¢ linia prosta.

Jesli szybko$é¢ oddychania w dwéch grupach kontrolnych rézni si¢ wigcej niz 15% lub ECs dla substancji kontrolnej
(30 min i/lub 3 godzinne) nie miesci si¢ w akceptowanym przedziale (5-30 mg/dm’ dla 3,5-dichlorofenolu), badanie
musi by¢ powtdrzone.

Stopiei hamowania wyrazony w procentach jest obliczany dla kazdego badanego st¢zenia. Powinien on byé
wykreslony w funkcji stgzenia na wykresie logarytmiczno-normalnym (lub logarytmiczno-probitowym). Nalezy
wyliczy¢ warto$¢ ECsy.

95% przedziat ufnosci dla wartosci ECsy moze by¢ oznaczony przy pomocy standardowych procedur.

3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badania

W sprawozdaniu zamieszcza si¢, z uwzglednieniem zakresu badan, nastgpujace informacje:
a) badana substancja: dane chemiczne,
b) badany ukiad: Zrédtlo, stezenie, i jakakolwiek obrobka wstgpna osadu aktywnego,
¢) warunki badania:
- pH mieszaniny reakcyjnej przed pomiarem oddychania,
- temperatura,
- czas trwania badania,
- substancja kontrolna i jej ECs,
abiotyczny pobdr tlenu (jesli zachodzi),

d) wyniki:
- wszystkie dane z pomiaréw,
- krzywa zahamowania i metoda wyliczania ECs,
- ECq i, jesli to mozliwe, 95% przedziat ufnosci ECy i ECgp,
- wszystkie obserwacje i odchylenia dotyczace metody mogace wplywac na uzyskiwane wyniki.

3.2. Interpretacja wynikow

Warto§¢ ECs, powinna by¢ traktowana jako wskazéwka toksycznosci badanej substancji wzgledem osadu
aktywnego lub mikroorganizméw $ciekéw. Zlozone interakcje zachodzace w §rodowisku nie moga by¢ dokladnie
oddane podczas badania laboratoryjnego. Dodatkowo, badana substancja, ktéra moze wywiera¢ efekt hamujacy na
utlenianie amoniaku, moze takze by¢ przyczyng nietypowej krzywej zahamowania. Krzywe takie powinny by¢
interpretowane z ostroznoscia.



