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Oczyszczanie $ciekow stanowi zlozony proces technologiczny, ktorego celem jest
usuwanie zanieczyszczen fizycznych, chemicznych oraz biologicznych ze sciekow.
Skuteczna realizacja tego procesu umozliwia bezpieczne odprowadzanie $ciekow
oczyszczonych  do odbiornikéw ~ wodnych lub  do srodowiska  gruntowego,
zgodnie z obowiazujacymi wymaganiami legislacyjnymi.

W trakcie oczyszczania, obok Sciekow oczyszczonych, powstaja osady sciekowe,
ktore ze wzgledu na swoj skfad oraz ilosé wymagaja odpowiedniego ustabilizowania
i racjonalnego zagospodarowania. ~ Procesy zwigzane z ich przetwarzaniem,
obejmujace  m.in. odwadnianie, higienizacj¢, transport oraz unieszkodliwianie,
generuja istotne koszty eksploatacyjne dla oczyszczalni sciekow.

Ustabilizowane osady $ciekowe mogag by¢ wykorzystywane w roznych celach,
takich jak nawozenie roslin nieprzeznaczonych do spozycia przez ludzi i zwierzeta,
rekultywacja  terenow zdegradowanych, kompostowanie,  badz sktadowanie.
Do ich stabilizacji stosuje si¢ metody biologiczne, chemiczne oraz termiczne,
przy czym najczesciej wykorzystywane sg metody biologiczne, w szczegdlnosci fermentacja
metanowa. Nalezy jednak podkresli¢, ze efektywnos¢ fermentacji beztlenowej nie zawsze
gwarantuje uzyskanie parametrow  osadu zgodnych z wymaganiami  okreslonymi
w Obwieszczeniu Ministra Klimatu i Srodowiska z dnia 18 listopada 2022 1.

W zwiazku z powyzszym coraz czesciej stosuje sie wstepna obrobke osadow
$ciekowych przed procesem fermentacji. Zabieg ten intensyfikuje przebieg hydrolizy
oraz calego procesu fermentacji, przyczyniajac si¢ do zwiekszenia efektywnosci stabilizacji,
poprawy jakosci i ilosci uzyskiwanego pofermentu, a takze wplywa na wydajnosc
i sktad produkowanego biogazu.

Na efektywnos¢ stabilizacji osadow §ciekowych istotny wplyw ma ich skifad,
w  szczegolnosci  zawarto§¢ trudno  biodegradowalnych  substancji organicznych.
Do tej grupy nalezy m.in. celuloza, czyli polisacharyd stanowiacy podstawowy element
strukturalny $cian komérkowych roflin, a zarazem jeden z najpowszechniej wystepujacych
polimeréw w $rodowisku. Celuloza stanowi réwniez istotny sktadnik materii organicznej
doptywajacej do systemow kanalizacyjnych, glownie na skutek wprowadzania do nich
materiatow higienicznych. Jej obecno$¢ w iciekach oraz osadach $ciekowych wplywa
bezposrednio na przebieg procesow technologicznych w oczyszczalniach oraz na efektywnos¢
gospodarki osadowej.

W zwiazku z koniecznoScia efektywnego zagospodarowania osadow $ciekowych

oraz ograniczania kosztow eksploatacyjnych oczyszczalni sciekow, prowadzone sa intensywne



badania nad metodami umozliwiajacymi jednoczesna intensyfikacje proceséw stabilizacji
osadow $ciekowych oraz optymalizacje ekonomiczng tych dziatan.

Niniejsza praca doktorska przedstawia dziatania umozliwiajace efektywng obrobke
osadow sciekowych, bez dodatkowego obcigzania $rodowiska substancjami chemicznymi,
poprzez wykorzystanie celulolitycznych mikroorganizméw bytujgcych w osadach sciekowych,
Praca doktorska obejmuje pie¢ publikacji, jedng przegladowa i cztery badawcze,
opisujace  wplyw  dziatania  autochtonicznych  celulolitycznych mikroorganizméow
1 produkowanych przez nie enzymoéw na efektywnosé degradacji celulozy i produkeji metanu.
Realizowane badania poprzedzone =zostaty szczegdtowym  przegladem literatury
(Publikacja 1), w ktorym analizowane byty metody wspomagania fermentacji metanowej pod
katem usprawnienia hydrolizy osadéw i samej produkcji metanu. W przegladzie przedstawiono
wptyw chemicznej, fizycznej i biologicznej obrébki na hydrolizg¢ osadéw Sciekowych
i efektywnos¢ kazdej z metod w odniesieniu do oznaczenia takich produktoéw hydrolizy,
jak lotne kwasy thuszczowe (LKT), chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ChZT)
i potencjal metanowy. Ponadto, opisane =zostaly inhibitory procesu i substancje,
ktore w znaczacy sposéb wplywaja na  efektywnosé fermentacji metanowej.
Publikacja 1 wykazata w szczeg6lnosci niewielka liczbe badan zwigzanych z optymalizacja
wykorzystania biologicznych metod obrébki osadéw sciekowych jako metod intensyfikacji
fermentacji metanowej i etapu hydrolizy, dajac podstawy do postawienia hipotezy badan
laboratoryjnych. Przeglad teoretyczny tematu pozwolit na wyodrebnienie stabo zbadanych
metod obrobki wstepnej osadow $ciekowych, okreslanych jako biologiczne, a w szczegdlnosci
takich, w ktorych udziat miatyby mikroorganizmy autochtoniczne i produkowane przez nie
enzymy. Przeglad literatury pozwolit rowniez na zaplanowanie badan pod katem wypetnienia
luki badawczej, z uwzglednieniem potrzeb i mozliwosci przemystu.

W publikacji 2 opisana zostata izolacja grzybow celulolitycznych z osadu sciekowego.
Wyizolowane zostaly grzyby zdolne do wzrostu w warunkach tlenowych i beztlenowych,
z zatozeniem mozliwosci wykorzystania ich na roéznych etapach gospodarowania osadami
sciekowymi. Wyizolowano 12 szczepodw grzybow celulolitycznych.
Siedem z nich bylo zdolnych do wzrostu w warunkach tlenowych i beztlenowych.
Za pomocy sekwencjonowania Sangera regionu ITS1, zidentyfikowanych zostato 5 szezepow.
Wszystkie  z  wyizolowanych  grzybéw  nalezaly do  rodzaju  Aspergillus.
OkreSlono, ze wyizolowane grzyby byly zdolne do degradacji czyste] celulozy.

Na podstawie aktywnosci enzymatycznej i efektywnosci degradacji czystej celulozy,



do testow degradaciji celulozy w osadzie $ciekowym i testu okreslajacego potencjal metanowy
wybrany zostal jeden szczep, oznaczony jako G3 (Aspergillus terreus SO11).

Znaczaca wiekszoé¢ badan opisywanych w literaturze wykorzystuje obrdbke wstepna,
prowadzong przed komorg fermentacji metanowej. W badaniach opisanych w Publikacji 2,
biologiczna obrobka zastosowana byla jako forma wspomagania procesu prowadzonego
juz w trakcie testu na potencjat metanowy (AMPTS- ang. Automatic Methane Potential Test).
Testowany osad $ciekowy zaszczepiony zostal strzepkami wyizolowanego grzyba G3
(Aspergillus terreus SO11). W badaniach wykorzystany zostat mikroorganizm zamiast samych
produkowanych przez niego enzymow, zaktadajac intensyfikacje obrobki i uproszczenie
metody wstepnej obrobki osaddéw, w przypadku potencjatu zastosowania w przemysle.
Wprowadzenie wyizolowanego podczas badan autochtonicznego grzyba celulolitycznego
z rodzaju Aspergillus pozwolito na uzyskanie wzrostu produkcji biogazu o 11% w odniesieniu
do osadu $ciekowego niepoddawanego obrobee. Dodatkowo, uzyskano 6% wzrost degradacji
celulozy, w poréwnaniu do probki kontrolnej. Grzyby uznaje si¢ za najbardziej efektywne,
sposréd wszystkich mikroorganizméw celulolitycznych. W zwigzku z tym, badania opisane
w  tej publikacji  stanowity  punkt wyjécia  dalszych ~ prac  badawczych,
rozwinietych w Publikacjach 3, 415,

Kolejne zaplanowane w ramach rozprawy doktorskiej badania zaktadaty wykorzystanie
autochtonicznych  bakterii  celulolitycznych, wyizolowanych z osadu $ciekowego,
zwiekszajacych szybko$¢é hydrolizy osadow Sciekowych. Podczas badan jednak izolacja
czystych kultur bakteryjnych nie byta mozliwa. Niemozliwe bylo rowniez przechowywanie
wyizolowanych mikroorganizméw, jako Ze testowane metody zabezpieczania materiatu
prowadzity ~do utraty  wiasciwosci celulolitycznych ~ wyizolowanych  bakteril.
Przetestowane zostalo mrozenie w glicerynie, liofilizacja i pasazowanie na skosach
przechowywanych w temperaturze 4°C. W kazdym z analizowanych przypadkow,
wyizolowane bakterie tracily whasciwosci celulolityczne. Wyniki te wskazaty kierunek badan
w strone mieszanej hodowli o potencjale celulolitycznym, czyli bakterii wyizolowanych
z osadu §ciekowego, ktore byly zdolne do wzrostu 1 namnazania w syntetycznej poZywce,
w ktorej jedynym Zrodtem wegla byla karboksymetyloceluloza.
Mieszana  kultura  autochtonicznych  bakterii o  potencjale  celulolitycznym
zostata scharakteryzowana pod katem aktywnosci enzymatycznej FPA (ang. Filter Paper Assay)
i CMC (ang. Carboxymethyl Cellulose) oraz zdolnosci do degradacji celulozy czystej i celulozy

obecnej w osadzie Sciekowym.



Badania pordwnawcze dhugotrwatego kontaktu enzymow z osadem przedstawione
zostaly w Publikacji 3, w ktorej rowniez weryfikowany byl wptyw dzialania enzymatycznej
obrobki osadéw Sciekowych na stopien degradacji celulozy i potencjalu metanowego.
Z mieszanej hodowli bakterii autochtonicznych o potencjale celulolitycznym wyizolowane
zostaly enzymy zwigzane z powierzchnia komorek. Izolacja enzymodéw wykonana zostata
za pomocg kombinacji metod termiczno-mechanicznych, selekcjonowanych pod katem
tatwoséci ich wykorzystania w oczyszczalni $ciekow. Celem zabezpieczenia 1 zwigkszenia
mozliwosci  pdzZniejszego uzycia, wyizolowane enzymy zostaly unieruchomione
na nieorganicznym no$niku, jakim byl wegiel aktywny. W Publikacji 3 opisane zostalo
wykorzystanie enzyméw produkowanych przez autochtoniczne bakterie celulolityczne.
Podobnie jak w przypadku oddzialywania grzybéw, oznaczona zostata aktywnosS¢
enzymatyczna mieszanej hodowli bakterii celulolitycznych i efektywnos¢ degradacji czyste;
celulozy. ~Okres$lony zostal réwniez potencjal metanowy osadéw  Sciekowych,
inokulowanych izolowanymi enzymami, zaréwno w formie immobilizowanej,
jak i nieimmobilizowaniej. Dziatanie enzymow izolowanych z uzyskanej w tej pracy hodowli
zostato porownane z dziataniem komercyjnej mieszanki enzymoéw celulolitycznych Cellic
CTec2 (Novozymes, Dania). Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono wzrost
efektywnoéci  degradacji celulozy o 27% w probkach inokulum 1 substratu
(osadu fermentujacego z dodatkiem $wiezego osadu S$ciekowego) poddanych obrébee
izolowanymi enzymami nicimmobilizowanymi oraz o 66% w przypadku osadu
fermentowanego, niezasilanego $wieza partia osadu nadmiernego 1 wstgpnego.
Dodatkowo, uzyskano intensyfikacje produkcji metanu o 21,7% w przypadku osadéw
inokulowanych izolowanymi enzymami nieimmobilizowanymi i 0 18,9% w przypadku osadow
inokulowanych izolowanymi enzymami immobilizowanymi.
W przypadku enzymow komercyjnych obserwowano wzrost produkcji metanu 0 42,5% 1 27%,
odpowiednio dla enzymoéw nieimmobilizowanych i immobilizowanych.

W Publikacji 4 przedstawiono krotkotrwaty wptyw dziatania obrobki enzymatycznej
z wykorzystaniem enzymoéw izolowanych z pozyskanej hodowli bakterii i komercyjnych
enzyméw, nieimmobilizowanych i immobilizowanych na nieorganicznym nosniku,
jakim byt wegiel aktywny. W trakcie testu opisanego w Publikacji 4 weryfikowany byt wptyw
dozowania enzymow izolowanych i komercyjnych na stgzenie lotnych kwaséw ttuszczowych
(LKT), chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) i polimeréw zewnatrzkomérkowych
(EPS, ang. Extracellular Polymeric Substances). Przeprowadzony test pozwolil

na zaobserwowanie zmian stezenia oznaczanych parametréw w pierwszych godzinach



od inokulacji osadu enzymami. W probkach osadu $ciekowego, inokulowanych izolowanymi
nieimmobilizowanymi i immobilizowanymi enzymami uzyskano wzrost produkcji LKT
odpowiednio 0 25% i 128%. Zaobserwowano réwniez wzrost stezenia ChZT o 272% 1 73%.
W przypadku inokulacji osadow §ciekowych komercyjnymi enzymami nieimmobilizowanymi
i immobilizowanymi, zaobserwowano Wwzrost stezenia LKT o 1856% 1 175%.
Stezenie ChZT catkowite w probkach inokulowanych komercyjnymi nieimmobilizowanymi
i immobilizowanymi enzymami wzrosto odpowiednio 0 1792% 1670%.

W Publikacji 5 przedstawiono wplyw dziatania inokulacji osadéw $ciekowych
izolowanymi i komercyjnymi enzymami immobilizowanymi i nieimmobilizowanymi
na parametry fizykochemiczne osadu sciekowego podczas 15-dniowego testu okreslajacego
potencjat metanowy badanych osadow. Dodatkowo, weryfikowany byt rowniez wptyw dodatku
enzymatycznej obrobki osadow sciekowych na zbiorowisko mikroorganizméw bytujacych
w osadzie. Na podstawie przeprowadzonych badan okreslono, ze wybrany rodzaj obrobki
i zastosowane stezenie enzymow nie wplywa
w Znaczacym statystycznie stopniu na sktad jako$ciowo-ilosciowy
biocenozymikroorganizméw osadu sciekowego. Poréwnanie wynikow fizykochemicznych
opisanych w Publikacji 4 i Publikacji 5 pozwolito na zaobserwowanie, ze wykorzystanie
enzymow izolowanych i komercyjnych, Zarowno immobilizowanych,
jak i nieimmobilizowanych pozwala na uzyskanie takich samych parametrow osadu i ilosci
produkowanego metanu w krotszym czasie, niz w przypadku osadéw niepoddawanych
obrébce. W Publikacji 5 dodatkowo okreslono korelacje pomiedzy parametrami
fizykochemicznymi a obfitoscia wystepowania najbardziej licznych gatunkow  bakteril,
wskazujac na silne zaleznosci pomiedzy wystepowaniem poszczegodlnych mikroorganizméw
i poziomem badanych parametrow. Jednoczeénie wykazano, ze unieruchomienie enzymow
miato wieksze znaczenie, niz rodzaj zastosowanego enzymu. W sytuacji, kiedy obserwowano
negatywna  korelacj¢  przy wykorzystaniu ~ enzymow nieimmobilizowanych,
sastosowanie ich immobilizowanych odpowiednikow wplywato na wystapienie pozytywnej

korelacji pomigdzy obfitoscia wystepowania danego gatunku i oznaczanego parametru.



