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W pracy przesledzono wptyw oddziatywania kapieli do garbowania chromo-
wego i kapieli do nattuszczania skor na bakteryjng flore Sciekowg w uktadzie
modelowym. Stwierdzono wplyw wielkosci inokulum na przezywalno$¢ wsiewa-
nych bakterii. Badania wykazaly, ze przezywalno$¢ ta byla ograniczona barierg
10, a nawet 15-krotnego rozciefczenia kapieli chromowej Sciekiem syntetycznym.

Uczynnianie $ciekéw garbarskich, podobnie jak i innych $ciekow przemystowych,
zachodzi przede wszystkim przez stworzenie warunkéw fizykochemicznych do namna-
zania mikroorganizméw, bioragcych udziat w tlenowym rozktadzie zwigzkéw organi-
cznych.

Scieki garbarskie, pochodzace z garbowania chromowego, zawierajg duze ilosci soli
chromowych. Dotychczas obecnos$¢ chromu byta szeroko badana pod katem oddziaty-
wania na aktywnos¢ biologiczng orzesek (pierwotniakdw), ktére stanowig istotng czesé
sktadowa mikroorganizméw $ciekow. Sg one powszechnie stwierdzane w liczbach rzedu
104ml w Sciekach komunalnych. W mieszaninie biomasy spetniajg wazng funkcje po-
zerania wiekszosci bakterii, przez co poprawiajg jako$¢ $ciekéw [4]. Natomiast w matym
stopniu badano zachowanie sie tej drugiej cze$ci sktadowej biomasy, a mianowicie
bakterii, wobec chromu i innych $rodkéw chemicznych stosowanych w garbarstwie.

W pracy postanowiono prze$ledzi¢ wptyw oddziatywania kapieli do garbowania
chromowego i kapieli do nattuszczania skdér na bakteryjng flore sciekowg w uktadzie
modelowym. Uznano przy tym za celowe wyjasnienie wptywu catych kompozycji kapie-
lowych jak i ich poszczeg6lnych sktadnikéw na zachowanie sie flory bakteryjnej.
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MATERIALY | METODYKA BADAN

Srodki do garbowania skér

Do badan uzyto handlowych $rodkéw stosowanych do garbowania skér bydlecych w tzw.

kapielach:

1. Kapiel do garbowania chromowego (tzw. brzeczka) o sktadzie: chromat 2%; chlorek sodu
3%; mréwczan sodu 0,5%, H20 do 100%.

2. Kapiel do natluszczania skoér o skladzie: mieszanina modyfikowanych polikolem 400
kwasow ttuszczowych odwadnianych P205 w ilosci 0,5g; mieszanina modyfikowanych po-
likolem 400 kwaséw ttuszczowych odwadnianych azeotropowo w ilosci 0,5g; mieszaniny te
rozcienczano w 1 1wody.

Bakterie

Z kolekcji 40 wzorcowych szczepow bakterii $ciekowych, otrzymanych z Zaktadu Bakteriologii
Instytutu Inzynierii Sanitarnej Politechniki Warszawskiej, wybrano do badan 3 reprezentujace
nastepujace gatunki bakterii: Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
cepacia.

Podtoza bakteryjne i rozcienczalniki

1. Zwykte podioze odzywcze agarowe do przechowywania szczepow.

2. Standardowe podtoze agarowe do oznaczania liczby bakterii (Plate Count Agar - PCA)

sporzadzane z dehydratyzowanego podtoza firmy BioMerieux wg przepisu producenta.

3. Bulion z wyciggiem mézgowo-sercowym (BHI) sporzadzany z dehydratyzowanego podtoza

firmy bioMerieux stuzacy do namnazania szczepdw bakteryjnych.

4. Zbuforowany ptyn fizjologiczny (PBS) do sporzadzania zawiesin bakteryjnych oraz ich

rozcieAczen.

5. Sciek syntetyczny wg Weinbergera [5] stuzacy do sporzadzania rozciericzefi badanych

srodkéw do garbowania, do ktérych wsiewano szczepy bakterii.

Podtoza i rozcienczalniki, po sporzadzeniu i ustaleniu odpowiednich wartosci pH, wyjatawia-
no przez autoklawowanie (121°C, 15 min.).

Szczepy bakteryjne przechowywane na skosach agarowych posiewano do bulionu z wyciggiem
moézgowo-sercowym (BHI). Po 24 godzinnej inkubacji w temperaturze 30°C hodowle przesie-
wano na plytki z podtozem PCA i namnazano przez 48 godzin w temperaturze 30°C w warun-
kach tlenowych. Nastepnie pobierano ezg po kilka kolonii i zawieszano w ptynie PBS. Probowki
z zawiesinami intensywnie wytrzagsano w celu uzyskania jednolitego zmetnienia. Przyblizong
liczbe bakterii w Iml ustalano wstepnie wg skali McFarlanda (nr 4 - ok. 1,2. x 109 komorek/ml).

Przed przystapieniem do badan sporzadzano dziesigciokrotne rozciefczenia zawiesin w PBS
i wybierano rozciericzenia o pozadanej liczbie komdrek bakterii w 1 ml. Z rozcienczer tych
dokonywano posiewow ilosciowych na podtoze PCA w celu okre$lenia bardziej doktadnej liczby
bakterii w Iml zawiesiny. Po 48 godzinnym namnazaniu w temperaturze 30°C liczono wyroste
kolonie i obliczano liczbe bakterii w Iml.

Znajac liczbe bakterii w Iml wysiewano stosowne inokula do roztworéw badanych srodkdéw
rozcienczanych w $cieku syntetycznym w stosunku 0,1 ml inokulum do 9,9 ml rozciefczonego
srodka. Po 48 godzinach inkubacji okreslano liczbe zywotnych bakterii w badanym roztworze
kapieli do garbowania chromowego przez wysiew kontrolny na podtoze PCA.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw wyznaczono minimalne inokulum, przy ktérym utrzymy-
wano zywotno$¢ bakterii po uptywie 48 godzin przetrzymywania préb w temperaturze 30°C.

To minimalne inokulum wsiewano do rozcienczen kapieli do garbowania chromowego bliskich
granicznemu rozcienczeniu, w ktéorym byfa hamowana wegetacja w ustalonym 48 godz. okresie
i $ledzono zachowanie sie iloSciowe poszczegblnych szczepdw na podstawie obliczen bakterii po
uptywie 24, 48 i 72 godzin przetrzymywania préb w tempu aturze 30°C.



Nr 4 Wptyw Sciekéw garbarskich na bakterie 419

Analogiczne postepowanie przyjeto przy oznaczaniu wptywu kapieli do nattluszczania na uzyte
szczepy bakterii.
Uzyskane wyniki wyrazono w warto$ciach srednich z trzech do$wiadczen.

WY NIKI

W pierwszej serii doswiadczen ustalono wptyw wielkosci inokulum uzytych wzorcowych
szczepOw bakterii na ich zdolno$¢ do zachowania zywotnosci w roztworach kapieli do
garbowania chromowego skér w Scieku syntetycznym w ustalonym 48 godzinnym okresie
przetrzymywania w temp 30°C. Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tabeli I.

Tabela 1. Wptyw wielkosci inokulum na zachowanie zywotnosci uzytych szczepow bakterii
w rozcienczeniach kapieli do garbowania chromowego skér przetrzymywanych
w okresie 48 godz. w temp. 30°C
The influence of inoculum size for the maintaining of vitability of used bacterial
strains in diluted baths for chrome tanning of skins kept for 48 hours in the
temperature 30°C

N - roztwo6r macierzysty
+ - wzrost bakterii
- - brak wzrostu bakterii

Jak wynika z tabeli I, przy inokulum 5,6 x 108 stwierdzono zywotno$¢ Pseudomonas
cepacia juz w rozcienczeniu 1:2 kapieli do garbowania chromowego skor (brzeczki).
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Zywotno$é pozostatych szczep6w: Acinetobacter baumannii i Aeromonas hydrophila
zostata zachowana poczawszy od rozcienczenia 1:5.

Odwrotne wyniki uzyskano przy inokulum 5,6 x 107. Acinetobacter baumannii i Ae-
romonas hydrophila okazaty sie zywotne poczawszy od rozcieiczenia 1:10, a Pseudomo-
nas cepacia dopiero od kolejnego rozcienczenia, tj. 1:15. Przy tym rozcieAczeniu
brzeczki stwierdzono zywotnos$¢ wszystkich 3 szczepow bakterii z wysiewu inokulum 5,6
x 106, przy czym szczep Pseudomonas cepacia byt zywotny jeszcze z inokulum 5,6 x 105
a Aeromonas hydrophila nawet z inokulum 5,6 x 104.

Przy inokulum 5,6 x 103 nie stwierdzono zywotnos$ci zadnego z 3 szczepOw bakterii.

Ostatecznie, jako minimalne okazato sie inokulum 5,6 x 106, przy ktérym otrzymy-
wano zywotno$¢é wszystkich szczepdw.

Tabela Il przedstawia wyniki badarn nad iloSciowym zachowaniem sie szczepbw
bakteryjnych w przedziale rozcienczen brzeczki bliskich granicy przezywalnosci, tj. od
1:10 do 1:20 w okresie 72 godz. obserwacji.

Tabela |Il. Liczby bakterii w rozcienczeniach brzeczki w okresie 72 godz. obserwacji
Amounts of bacteriae in wort dillutions for 72 hours of observation

* Dane $rednie z trzech powtorzen

Z tabeli Il wynika, ze Acinetobacter baumannii zostat unieczynniony po 24 godzinach
w rozcienczeniach brzeczki 1:10 i 1:15, a w rozcienczeniu 1:20 liczba bakterii tego
szczepu zmniejszata sie systematycznie do kilkuset w 1 ml.

Liczby bakterii Aeromonas hydrophila, w rozcienczeniach 1:10 i 1:15, zmniejszaty sie
0 2-3 logarytmy w okresie 24-godzinnej obserwacji, a po uptywie 48 godzin posiewy te
zostaty w peini unieczynnione. Przy rozciefczeniu 1:20 pozostato zywotnych kilkaset
bakterii do 72 godzin, tj. do konca trwania obserwacji.

W przypadku Pseudomonas cepacia brzeczka rozcienczona 1:10 tak samo doprowa-
dzata do unieczynnienia catego inokulum, a przy rozcienczeniach 1:15 i 1:20 uzyskiwa-
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no nawet systematyczny, chociaz nieznaczny, wzrost liczby bakterii Swiadczacy o roz-
poczeciu namnazania sie tego szczepu.

Przedstawione wyniki badan obrazujg zachowanie sie wzorcowych szczepow bakterii
w modelowym uktadzie réznych rozciefczen brzeczki w scieku syntetycznym. Wpraw-
dzie wiadomo jest, ze chrom jest gtdwnym sktadnikiem tej kapieli, unieczynniajgcym
bakterie, ale nie wyjasniony pozostawat wptyw pozostatych sktadnikdw, tj. chlorku sodu,
wystepujacego w niefizjologicznym nadmiarze 3% oraz 0,5% mrowczanu sodu. Wyniki
uzyskane w tej czesci badan przedstawiono w tabeli IlI.

Tabela I111. Wplyw poszczegdlnych sktadnikéw brzeczki na zachowanie zywotnosci bakterii
Sciekowych
The influence of particular wort ingredients for sewer bacteriae vitality main-
tenance

N - roztwory macierzyste
+ - wzrost bakterii
- - brak wzrostu bakterii

Zebrane w tabeli 11l wyniki jednoznacznie wskazujg, ze dziatanie unieczynniajace,
w odniesieniu do wszystkich badanych szczepow bakterii, wykazuje jedynie chromat.
Dopiero jego rozciefnczenia 1:15 i 1:20 pozwalaty na zachowanie zywotnos$ci wsianych
szczepow bakterii sciekowych. Pozostate sktadniki, tj. 3% NaCl i 0,5% mréwczan sodu
nie okazaty zadnego wptywu nawet w roztworach macierzystych.

W tabeli IV przedstawiono wyniki badan wptywu rozciefczen kapieli do nattuszcza-
nia skor na zachowanie zywotnosci bakterii sciekowych wsianych jednakowym inokulum
i przetrzymywanych przez okres 48 godzin w temp. 30°C.

Z tabeli 1V wynika, ze kapiel nattuszczajgca, zardwno w stanie nierozcieficzonym,
jak i w rozcienczeniach od 1.5 do 1:20, pozostawata obojetna wobec testowych
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Tabela 1V. Zywotno$é szczepéw bakterii w rozcieficzeniach kapieli nattuszczajacej w Scieku
syntetycznym przetrzymywanym w temp. 30°C przez okres 48 godzin
Vitality of bacteriae strains in dillutions of griese bath in synthetic wastes kept
in temperature 30°C for 48 hours

N - roztwér macierzysty
- brak wzrostu bakterii
+ - wzrost bakterii
++ - intensywny wzrost bakterii

szczepow bakterii, a w stanie nierozcienczonym stwarzata nawet warunki do bardziej
intensywnego namnazania (+ +) dla Aeromonas hydrophila i Pseudomonas cepacia.

OMOWIENIE

W modelowym uktadzie rozcienczen kapieli do garbowania chromowego skér zostat
wykazany wptyw wielkos$ci inokulum na przezywalno$¢ wsiewanych bakterii. Wyniki te
potwierdzajg 0ogding zasade mikrobiologiczng, w mys$l ktérej im wigksze inokulum, tym
jest wieksza szansa na wegetacje. Jednak badania wtasne wykazaty tez, ze przezywalnos$é
ta byta ograniczona barierg 10, a nawet 15-krotnego rozciefczenia kapieli chromowej.

Przezywalno$¢ wsianych szczep6w bakterii przebadano tez pod wzgledem iloSciowe-
go zachowania sie ich w okresie 72 godzinnej obserwacji. W odniesieniu do szczepoéw
Acinetobacter baumannii i Aeromonas hydrophila stwierdzono zmniejszanie sie iloSciowe
jeszcze w rozcienczeniu 1:20 brzeczki. Zmniejszenie to byto szczegdlnie gwattowne do
24 godzin, po czym liczba bakterii pozostawata na niezmienionym poziomie.

Bardziej oporny okazat sie szczep Pseudomonas cepacia, ktéry w rozcienczeniach
rzedu 1:20, 1:15 wykazywat nawet zdolno$¢ do namnazania sie.

Zjawisko to ma istotne znaczenie, jesli sie zwazy wegetacje bakterii. Istnieje bowiem
kilkugodzinna faza przygotowawcza w podtozu zaszczepionym okre$long dawka bakte-
rii [3]. W tym czasie posiane bakterie adaptujg swoje zdolno$ci wegetacyjne do
namnazania logarytmicznego. Wazna jest wiec ta adaptacja wszystkich szczepéw bak-
terii zawartych w inokulum. W przeprowadzonych badaniach ustalono, ze warunki te
spetnia inokulum wielko$ci > 106 bakterii w 1 ml wsiane do brzeczki rozcieficzonej
1:20.

Zaobserwowane zjawisko réznej wrazliwosci badanych szczepdw bakterii Sciekowych
na $rodek garbujacy moze mie¢ swoje odniesienia w srodowisku rzeczywistych $ciekéw
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garbarskich. Zachwianie proporcji miedzy poszczeg6lnymi gatunkami bakterii moze w
konsekwencji prowadzi¢ do zaburzehA w réwnowadze mikroflory pierwotniaczej. Zja-
wisko takie byto juz opisane w badaniach nad zachowaniem sie mikrofloiy pierwotnia-
czej Sciekow pod wptywem metali ciezkich, w tym i chromu [4].

Brzeczka, oprocz samego chromu, zawiera 3% NaCl i 0,5% mrowczanu sodu. Na
podstawie przeprowadzonych analiz mozna przyja¢, ze nie wykazujag one Zzadnego
wplywu na zywotno$¢ bakterii Sciekowych. Jedynym $rodkiem hamujacym pozostaje
wiec chrom.

W pismiennictwie znane jest powszechnie dziatanie chromu nie tylko na bakterie,
ale i na pierwotniaki $ciekowe. Podobne zreszta jest oddziatywanie innych metali
ciezkich, z tym ze kolejnos$é ich toksycznosci w stosunku do bakterii zostata okreslona
nastepujaco: Cd, Cu > Pb > Zn > Cr [4]. Wzglednie niska toksyczno$¢ chromu, w
poréwnaniu z innymi metalami, moze byé przypisywana zmianie wartosci z Crvl na
mniej toksyczny i rozpuszczalny w wodzie Crlll Proces ten moze zachodzi¢ w czasie
aktywowanego uzdatniania $cieku. Précz tego moze zachodzi¢ zjawisko nabywania
opornosci bakterii na chrom. Potwierdzajg to badania innych autoréw, ktérzy izolowali
bakterie oporne na chromiany. Redukcja chromianu przez bakterie wystepuje zaréwno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych, a za opornos$¢ bakterii sg zwykle odpowie-
dzialne plazmidy [1].

Nalezy wspomnie¢, ze chrom jest z jednej strony toksyczny, a nawet mutagenny,
a z drugiej jest pierwiastkiem rowniez niezbednym do prawidtowego funkcjonowania
organizmoéw wyzszych [2] i praktycznie nie wiadomo, czy Cr"1(wystepujacy w brzeczce
garbarskiej w stezeniu od 15 do 25 g/l w przeliczeniu na Cr20 3) [6] przy odpowiednim
rozcienczeniu nie okazatby sie niezbedny do wegetacji bakterii. To interesujgce za-
gadnienie wykracza jednak poza ramy nakres$lonej pracy.

WNIOSKI

1. W oparciu o przeprowadzong analize bakteriologiczng uktadu modelowego:
brzeczka + wzorcowe szczepy bakterii sciekowych + $ciek syntetyczny wykazano nie-
rownomiernie hamujacy wptyw chromu na wegetacje bakterii.

2. Uzyskane wyniki okre$lajag orientacyjne progi rozcienczen brzeczki w $cieku
syntetycznym, od ktérych bakterie zachowujg zywotno$¢. Z dokonanych analiz wynika,
ze progi te rozpoczynaja sie od rozcienczen 1:15 do 1:20.

3. Wykazano tez, ze dziatanie unieczynniajagce w tej kapieli wykazuje tylko sam
Chromat. Pozostate sktadniki tj. 3% chlorek sodowy i 0,5% mréwczan sodu, podobnie
jak i cata kagpiel nattuszczajgca pozostajg obojetne w stosunku do wsiewanych bakterii.

4. Uzyskane wyniki pozwolity na ustalenie, ktore kapiele, i jakie ich sktadniki,
wykazujg wiasciwosci unieczynniajagce w stosunku do wybranych bakterii $ciekowych,
mogace wptywaé na aktywnos$¢ osadu czynnego w $ciekach garbarskich rzeczywistych.
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M. Mendrycka, J. Mierzejewski, A. Lidacki, K. Smiechowski

INFLUENCE OF TANNERY CHEMICAL COMPOUNDS ON THE SELECTED
BACTERIA OF THE ACTIVATED SLUDGE

Summary

Influence of tannery chemical compounds on the selected bacteria of the activated sludge
was investigated. The chromium compounds must be diluted to 1:15-1:20 to loss its activity on
the bacteria. Other compounds like: natrium chloratum, natrium formate and greased oils have
any influence on the growth of the selected bacteria.

PISMIENNICTWO

1. Campos J,, Martinez-Pacheco M., Cevantes C.: Hexavalent - Chromium Reduction by
a Chromate Resistant Bacillus sp. strain. Antonine van Leeuwenhoek 1995, 68, 203-208.

2. CieSlak-Golonka M.: Zwiagzki chromu w uktadach o znaczeniu biologicznym. Wiadomosci
Chemiczne 1994, 48, 59-69.

3. Kotelko K., Sedlaczek L., Lachowicz T.M.: Biologia bakterii. PWN, Warszawa 1977.

4. Madoni P., Dawoli D., Gorbi G., Vescovi L.: Toxic Effect of Heavy Metals on the Activated
Sludge Protozoan Community. Wat. Res. 1996, 30, 135-141.

5. Polska Norma. Woda i $cieki. Badania specjalne osadéw. Hodowla standardowego osadu
czynnego w warunkach laboratoryjnych. PN-87 C-04616/10.

6. Substancje chorobotwd6rcze w Srodowisku pracy, (praca zbiorowa) Tom Ill. Chrom i niektore
zwiazki chromu. IMP £4dz 1987.

Otrzymano: 1999.12.13



