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W pracy prześledzono wpływ oddziaływania kąpieli do garbowania chromo­
wego i kąpieli do natłuszczania skór na bakteryjną florę ściekową w układzie 
modelowym. Stwierdzono wpływ wielkości inokulum na przeżywalność wsiewa­
nych bakterii. Badania wykazały, że przeżywalność ta była ograniczona barierą
10, a nawet 15-krotnego rozcieńczenia kąpieli chromowej ściekiem syntetycznym.

U czynnianie ścieków garbarskich, podobn ie jak  i innych ścieków przem ysłow ych, 
zachodzi p rzede wszystkim przez stw orzenie w arunków  fizykochem icznych do  nam na- 
żan ia m ikroorganizm ów , biorących udział w tlenowym  rozkładzie związków o rg an i­
cznych.

Ścieki garbarsk ie, pochodzące z garbow ania chrom ow ego, zaw ierają duże ilości soli 
chrom ow ych. D otychczas obecność chrom u była szeroko b ad an a  pod  kątem  oddziały­
w ania na aktyw ność biologiczną orzęsek (pierw otniaków ), k tó re  stanow ią isto tną  część 
składow ą m ikroorganizm ów  ścieków. Są one pow szechnie stw ierdzane w liczbach rzędu 
104/m l w ściekach kom unalnych. W  m ieszaninie biom asy spełn ia ją  w ażną funkcję p o ­
że ran ia  większości bakterii, p rzez  co popraw iają jakość ścieków [4]. N atom iast w małym 
stopn iu  b adano  zachow anie się tej drugiej części składow ej biom asy, a m ianow icie 
bak terii, w obec chrom u i innych środków  chem icznych stosow anych w garbarstw ie.

W  pracy postanow iono  prześledzić wpływ oddziaływ ania kąpieli do  garbow ania 
chrom ow ego i kąpieli do  natłuszczania skór na bak tery jną flo rę ściekow ą w układzie 
m odelow ym . U znano  przy tym za celow e w yjaśnienie wpływu całych kom pozycji k ąp ie ­
lowych jak  i ich poszczególnych składników  na zachow anie się flory bakteryjnej.



418 M. Mendrycka i in. N r 4

MATERIAŁY I METODYKA BADAŃ

Do badań użyto handlowych środków stosowanych do garbowania skór bydlęcych w tzw. 
kąpielach:

1. Kąpiel do garbowania chromowego (tzw. brzeczka) o składzie: chromał 2%; chlorek sodu 
3%; mrówczan sodu 0,5%, H2O do 100%.

2. Kąpiel do natłuszczania skór o składzie: mieszanina modyfikowanych polikolem 400 
kwasów tłuszczowych odwadnianych P2O5 w ilości 0,5g; mieszanina modyfikowanych po­
likolem 400 kwasów tłuszczowych odwadnianych azeotropowo w ilości 0,5g; mieszaniny te 
rozcieńczano w 1 1 wody.

Bakterie

Z  kolekcji 40 wzorcowych szczepów bakterii ściekowych, otrzymanych z Zakładu Bakteriologii 
Instytutu Inżynierii Sanitarnej Politechniki Warszawskiej, wybrano do badań 3 reprezentujące 
następujące gatunki bakterii: Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas 
cepacia.

Podłoża bakteryjne i rozcieńczalniki

1. Zwykłe podłoże odżywcze agarowe do przechowywania szczepów.
2. Standardowe podłoże agarowe do oznaczania liczby bakterii (Plate Count Agar -  PCA) 

sporządzane z dehydratyzowanego podłoża firmy BioMerieux wg przepisu producenta.
3. Bulion z wyciągiem mózgowo-sercowym (BHI) sporządzany z dehydratyzowanego podłoża 

firmy bioMerieux służący do namnażania szczepów bakteryjnych.
4. Zbuforowany płyn fizjologiczny (PBS) do sporządzania zawiesin bakteryjnych oraz ich 

rozcieńczeń.
5. Ściek syntetyczny wg Weinbergera [5] służący do sporządzania rozcieńczeń badanych 

środków do garbowania, do których wsiewano szczepy bakterii.
Podłoża i rozcieńczalniki, po sporządzeniu i ustaleniu odpowiednich wartości pH, wyjaławia­

no przez autoklawowanie (121°C, 15 min.).
Szczepy bakteryjne przechowywane na skosach agarowych posiewano do bulionu z wyciągiem 

mózgowo-sercowym (BHI). Po 24 godzinnej inkubacji w temperaturze 30°C hodowle przesie­
wano na płytki z podłożem PCA i namnażano przez 48 godzin w temperaturze 30°C w warun­
kach tlenowych. Następnie pobierano ezą po kilka kolonii i zawieszano w płynie PBS. Probówki 
z zawiesinami intensywnie wytrząsano w celu uzyskania jednolitego zmętnienia. Przybliżoną 
liczbę bakterii w lm l ustalano wstępnie wg skali McFarlanda (nr 4 -  ok. 1,2. x 109 komórek/ml).

Przed przystąpieniem do badań sporządzano dziesięciokrotne rozcieńczenia zawiesin w PBS
i wybierano rozcieńczenia o pożądanej liczbie komórek bakterii w 1 ml. Z rozcieńczeń tych 
dokonywano posiewów ilościowych na podłoże PCA w celu określenia bardziej dokładnej liczby 
bakterii w lm l zawiesiny. Po 48 godzinnym namnażaniu w temperaturze 30°C liczono wyrosłe 
kolonie i obliczano liczbę bakterii w lml.

Znając liczbę bakterii w lm l wysiewano stosowne inokula do roztworów badanych środków 
rozcieńczanych w ścieku syntetycznym w stosunku 0,1 ml inokulum do 9,9 ml rozcieńczonego 
środka. Po 48 godzinach inkubacji określano liczbę żywotnych bakterii w badanym roztworze 
kąpieli do garbowania chromowego przez wysiew kontrolny na podłoże PCA.

Na podstawie uzyskanych wyników wyznaczono minimalne inokulum, przy którym utrzymy­
wano żywotność bakterii po upływie 48 godzin przetrzymywania prób w temperaturze 30°C.

To minimalne inokulum wsiewano do rozcieńczeń kąpieli do garbowania chromowego bliskich 
granicznemu rozcieńczeniu, w którym była hamowana wegetacja w ustalonym 48 godz. okresie
i śledzono zachowanie się ilościowe poszczególnych szczepów na podstawie obliczeń bakterii po 
upływie 24, 48 i 72 godzin przetrzymywania prób w tem pu aturze 30°C.

Środki do garbowania skór
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Analogiczne postępowanie przyjęto przy oznaczaniu wpływu kąpieli do natłuszczania na użyte 
szczepy bakterii.

Uzyskane wyniki wyrażono w wartościach średnich z trzech doświadczeń.

WYNIKI

W  pierwszej serii doświadczeń ustalono wpływ wielkości inokulum  użytych wzorcowych 
szczepów bakterii na ich zdolność do zachowania żywotności w roztworach kąpieli do 
garbowania chrom ow ego skór w ścieku syntetycznym w ustalonym  48 godzinnym okresie 
przetrzymywania w tem p 30°C. Uzyskane wyniki badań przedstaw iono w tabeli I.

T a b e l a  I . Wpływ wielkości inokulum na zachowanie żywotności użytych szczepów bakterii 
w rozcieńczeniach kąpieli do garbowania chromowego skór 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 -  roztwór macierzysty 
+ -  wzrost bakterii
-  -  brak wzrostu bakterii

Jak  w ynika z tabeli I, przy inokulum  5,6 x 108 stw ierdzono żyw otność Pseudom onas  
cepacia już w rozcieńczeniu  1:2 kąpieli do garbow ania chrom ow ego skór (brzeczki).
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Ż yw otność pozostałych szczepów: Acinetobacter baum annii i A erom onas hydrophila  
została  zachow ana począwszy od rozcieńczenia 1:5.

O dw ro tne wyniki uzyskano przy inokulum  5,6 x 107. A cinetobacter baum annii i A e ­
rom onas hydrophila  okazały się żywotne począwszy od  rozcieńczenia 1:10, a Pseudom o­
nas cepacia d o p ie ro  od kolejnego rozcieńczenia, tj. 1:15. Przy tym rozcieńczeniu 
brzeczki stw ierdzono  żywotność wszystkich 3 szczepów bakterii z wysiewu inokulum  5,6 
x 106, przy czym szczep Pseudom onas cepacia był żywotny jeszcze z inokulum  5,6 x 105, 
a A erom onas hydrophila  naw et z inokulum  5,6 x 104.

Przy inokulum  5,6 x 103, nie stw ierdzono żywotności żadnego  z 3 szczepów  bakterii.
O sta teczn ie , jak o  m in im alne okazało  się inokulum  5,6 x 106, przy którym  otrzym y­

w ano żyw otność wszystkich szczepów.
T ab e la  II p rzedstaw ia wyniki badań  nad ilościowym zachow aniem  się szczepów 

bakteryjnych w przedzia le  rozcieńczeń brzeczki bliskich granicy przeżyw alności, tj. od 
1:10 do  1:20 w okresie  72 godz. obserwacji.

T a b e l a  I I .  Liczby bakterii w rozcieńczeniach brzeczki w okresie 72 godz. obserwacji 
Amounts of bacteriae in wort dillutions for 72 hours of observation

* Dane średnie z trzech powtórzeń

Z  tabeli II wynika, że  A cinetobacter baum annii został unieczynniony po 24 godzinach 
w rozcieńczeniach brzeczki 1:10 i 1:15, a w rozcieńczeniu 1:20 liczba bak terii tego 
szczepu zm niejszała się system atycznie do kilkuset w 1 ml.

Liczby bak terii A erom onas hydrophila, w rozcieńczeniach 1:10 i 1:15, zm niejszały się
o 2 -3  logarytm y w okresie  24-godzinnej obserw acji, a po  upływie 48 godzin posiewy te 
zostały w pełni unieczynnione. Przy rozcieńczeniu 1:20 pozostało  żywotnych kilkaset 
bak terii do  72 godzin, tj. do końca trw ania obserwacji.

W  przypadku  Pseudom onas cepacia brzeczka rozcieńczona 1:10 tak  sam o d o p row a­
dzała do  unieczynnienia całego inokulum , a przy rozcieńczeniach 1:15 i 1:20 uzyskiwa­
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no  naw et system atyczny, chociaż nieznaczny, w zrost liczby bak terii świadczący o ro z­
poczęciu n am nażan ia  się tego  szczepu.

P rzedstaw ione wyniki bad ań  obrazu ją zachow anie się wzorcowych szczepów  bak terii 
w m odelow ym  układzie różnych rozcieńczeń brzeczki w ścieku syntetycznym . W praw ­
dzie w iadom o jest, że chrom  je st głównym składnikiem  tej kąpieli, unieczynniającym  
b ak terie , ale n ie  w yjaśniony pozostaw ał wpływ pozostałych składników , tj. chlorku sodu, 
w ystępującego w niefizjologicznym  nadm iarze 3%  o raz 0,5%  m rów czanu sodu. W yniki 
uzyskane w tej części badań  przedstaw iono  w tabeli III.

T a b e l a  I I I .  Wpływ poszczególnych składników brzeczki na zachowanie żywotności bakterii 
ściekowych
The influence of particular wort ingredients for sewer bacteriae vitality main­
tenance

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

Z eb ran e  w tabeli III wyniki jednoznaczn ie wskazują, że działan ie unieczynniające, 
w odniesien iu  do wszystkich badanych szczepów bak terii, w ykazuje jedynie chrom ał. 
D o p iero  jego  rozcieńczenia 1:15 i 1:20 pozwalały na zachow anie żywotności wsianych 
szczepów  bak terii ściekowych. P ozostałe składniki, tj. 3%  N aC l i 0 ,5%  m rów czan sodu 
nie okazały żadnego  wpływu naw et w roztw orach m acierzystych.

W  tabeli IV  przedstaw iono  wyniki badań  wpływu rozcieńczeń kąpieli do  natłuszcza­
n ia skór na zachow anie żywotności bak terii ściekowych wsianych jednakow ym  inokulum
i przetrzym yw anych p rzez okres 48 godzin w tem p. 30°C.

Z  tabeli IV  wynika, że kąpiel natłuszczająca, zarów no w stan ie  nierozcieńczonym , 
jak  i w rozcieńczeniach od  1:5 do 1:20, pozostaw ała ob o ję tn a  w obec testow ych
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T a b e l a  I V.  Żywotność szczepów bakterii w rozcieńczeniach kąpieli natłuszczającej w ścieku 
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 -  roztwór macierzysty 
-  brak wzrostu bakterii 

+ -  wzrost bakterii 
+ + -  intensywny wzrost bakterii

szczepów  bak terii, a  w stan ie nierozcieńczonym  stw arzała naw et w arunki do  bardziej 
intensyw nego n am nażan ia  ( +  +  ) dla A erom onas hydrophila  i P seudom onas cepacia.

OMÓW IENIE

W  m odelow ym  układzie rozcieńczeń kąpieli do  garbow ania chrom ow ego skór został 
w ykazany wpływ wielkości inokulum  na przeżyw alność wsiewanych bak terii. W yniki te 
po tw ierdzają ogólną zasadę m ikrobiologiczną, w myśl k tórej im  w iększe inokulum , tym 
je st w iększa szansa na w egetację. Jed n ak  badan ia  w łasne wykazały też, że przeżyw alność 
ta  była ogran iczona b arie rą  10, a naw et 15-krotnego rozcieńczenia kąpieli chrom ow ej.

Przeżyw alność wsianych szczepów bakterii p rzebadano  też pod  w zględem  ilościow e­
go zachow ania się ich w okresie  72 godzinnej obserw acji. W  odniesien iu  do szczepów 
Acinetobacter baum annii i Aerom onas hydrophila  stw ierdzono zm niejszanie się ilościowe 
jeszcze w rozcieńczeniu  1:20 brzeczki. Z m niejszenie to  było szczególnie gw ałtow ne do 
24 godzin, po  czym liczba bak terii pozostaw ała na niezm ienionym  poziom ie.

B ardziej oporny  okazał się szczep Pseudom onas cepacia, k tóry w rozcieńczeniach 
rzędu  1:20, 1:15 wykazywał naw et zdolność do nam nażan ia  się.

Z jaw isko to  m a isto tne  znaczenie, jeśli się zważy w egetację bakterii. Istn ie je  bow iem  
k ilkugodzinna faza przygotow awcza w podłożu zaszczepionym  określoną daw ką b ak te ­
rii [3]. W  tym czasie posiane bak terie  adap tu ją  swoje zdolności w egetacyjne do 
nam nażan ia  logarytm icznego. W ażna je s t w ięc ta  adap tacja  wszystkich szczepów  b ak ­
terii zaw artych w inokulum . W  przeprow adzonych badan iach  usta lono , że w arunki te 
spełn ia  inokulum  wielkości >  106 bakterii w 1 ml w siane do  brzeczki rozcieńczonej 
1 :20.

Z aobserw ow ane zjawisko różnej wrażliwości badanych szczepów  bakterii ściekowych 
na środek  garbujący m oże m ieć swoje odniesien ia w środow isku rzeczywistych ścieków
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garbarskich. Z achw ianie proporc ji m iędzy poszczególnym i gatunkam i bak terii m oże w 
konsekw encji prow adzić do zaburzeń  w rów now adze m ikroflory pierw otniaczej. Z ja ­
wisko tak ie  było już op isane w badaniach  nad zachow aniem  się m ikroflo iy  p ie rw o tn ia­
czej ścieków pod wpływem m etali ciężkich, w tym i chrom u [4].

B rzeczka, oprócz sam ego chrom u, zaw iera 3%  N aC l i 0,5%  m rów czanu sodu. N a 
podstaw ie przeprow adzonych analiz m ożna przyjąć, że nie wykazują one żadnego  
wpływu na żyw otność bak terii ściekowych. Jedynym  środkiem  ham ującym  pozostaje  
więc chrom .

W  piśm iennictw ie znane je s t pow szechnie działanie ch rom u nie tylko na bak terie , 
ale i na p ierw otn iak i ściekowe. P odobne zresztą jest oddziaływ anie innych m etali 
ciężkich, z tym że kolejność ich toksyczności w stosunku do bakterii została określona 
następująco : Cd, Cu >  Pb >  Z n  >  C r [4]. W zględnie niska toksyczność ch rom u, w 
porów naniu  z innymi m etalam i, m oże być przypisywana zm ianie w artości z C rvl na 
m niej toksyczny i rozpuszczalny w wodzie C r111. P roces ten m oże zachodzić w czasie 
aktyw ow anego uzda tn ian ia  ścieku. Prócz tego m oże zachodzić zjaw isko nabyw ania 
oporności bak terii na chrom . Potw ierdzają to  badan ia  innych au torów , którzy izolowali 
b ak terie  o p o rn e  na chrom iany. R edukcja chrom ianu  przez b ak terie  w ystępuje zarów no 
w w arunkach  tlenowych jak  i beztlenow ych, a za oporność bak terii są zwykle odpow ie­
dzialne plazm idy [1].

N ależy w spom nieć, że chrom  je st z jednej strony toksyczny, a naw et m utagenny, 
a z drugiej jest pierw iastk iem  rów nież niezbędnym  do  praw idłow ego funkcjonow ania 
organizm ów  wyższych [2] i praktycznie nie w iadom o, czy C r"1 (występujący w brzeczce 
garbarskiej w stężeniu  od  15 do  25 g/l w przeliczeniu na C r20 3) [6] przy odpow iednim  
rozcieńczeniu  nie okazałby się n iezbędny do w egetacji bak terii. T o  in teresu jące  za ­
gadn ien ie  w ykracza je d n ak  poza ram y nakreślonej pracy.

WNIOSKI

1. W  oparciu  o przeprow adzoną analizę bak terio log iczną uk ładu  m odelow ego: 
brzeczka +  w zorcow e szczepy bakterii ściekowych +  ściek syntetyczny w ykazano n ie ­
rów nom iern ie ham ujący wpływ chrom u na w egetację bakterii.

2. U zyskane wyniki ok reśla ją  orientacyjne progi rozcieńczeń brzeczki w ścieku 
syntetycznym , od których b ak te rie  zachow ują żywotność. Z  dokonanych  analiz wynika, 
że progi te  rozpoczynają się od  rozcieńczeń 1:15 do 1:20.

3. W ykazano też, że działan ie  unieczynniające w tej kąpieli wykazuje tylko sam 
C hrom ał. Pozosta łe  składniki tj. 3%  chlorek sodowy i 0,5%  m rów czan sodu, podobn ie  
jak  i cała kąpiel natłuszczająca pozostają obo ję tne  w stosunku do wsiewanych bakterii.

4. U zyskane wyniki pozwoliły na ustalenie, k tó re  kąpiele , i jak ie  ich składniki, 
w ykazują właściwości unieczynniające w stosunku do w ybranych bak terii ściekowych, 
m ogące wpływać na aktywność osadu czynnego w ściekach garbarskich  rzeczywistych.
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M . M e n d r y c k a ,  J .  M i e r z e j e w s k i ,  A.  L i d a c k i ,  К.  Ś m i e c h o w s k i

INFLUENCE OF TANNERY CHEMICAL COMPOUNDS ON TH E SELECTED 
BACTERIA OF TH E 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. O ther compounds like: natrium chloratum, natrium formate and greased oils have 
any influence on the growth of the selected bacteria.
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