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REZUMAT 
 

În cadrul etapei 2 au fost realizate activităţi de cercetare industrială şi de diseminare în 
conformitate cu planul de realizare a proiectului. Activităţile de cercetare industrială au avut 
ca scop identificarea şi testarea unor metode pentru controlul activităţii şi viabilităţii nămolului 
aciv implicat în procesul de epurare biologică a apelor uzate generate din procesul tehnologic 
de fabricaţie al SC AMBRO SA Suceava şi au constat în: 

- Stabilirea perioadei de monitorizare - pe baza rezultatelor obţinute în prima etapă a 
proiectului cu privire la inventarierea principalelor surse de poluare a apelor de proces şi 
a hărţii punctelor de prelevare, în această etapă s-a stabilit de comun acord cu toţi 
partenerii implicaţi în proiect programul de monitorizare, pentru perioada aprilie – 
noiembrie 2017, respectiv  realizarea unei campanii de prelevare pe termen scurt în luna 
septembrie 2017; 

- Campanie de prelevare probe şi efectuare măsurători – prelevarea probelor s-a 
realizat având la bază harta punctelor de control elaborată în etapa 1, astfel: probe de apă 
uzată de la intrarea şi evacuarea acesteia în/din staţia de epurare şi probe de suspensie de 
nămol activ din bazinele de aerare ale staţiei de epurare biologică,  care au fost analizate 
din punct de vedere al caracteristicilor  fizico-chimice (conţinut de materii totale în 
suspensie şi de materii volatile în suspensie), caracteristicilor microbiologice (număr de 
bacterii aerobe mezofile şi colonii de drojdii şi mucegaiuri), activităţii şi viabilităţii  
(activitatea dehidrogenazei şi teste de toxicitate bazate pe respiraţia bacteriană);  

- Dezvoltarea şi testarea unor metode de determinare a viabilităţii şi activităţii 
biomasei implicată în degradarea impurităţilor organice din apa uzată -  în cadrul 
campaniei de măsurători au fost dezvoltate şi testate următoarele metode pentru determinarea 
viabilităţii n.a.:  activitatea dehidrogenazei care are la bază principiul că enzimele dehidrogenazei sunt 
produse de toate celulele vii, iar măsura în care aceste enzime oxidează materia organică poate fi legată 
de numărul de celule vii prezente şi testele de respiraţie bacteriană - testul de toxicitate Toxtrak -  
metoda colorimetrică de reducere a colorantului redox resazurin; pe baza rezultatelor obţinute se 
recomandă aplicarea acestor metode în monitorizarea efectuată de laboratorul staţiei de epurare, având 
în vedere că sunt metode de complexitate medie şi rapide (durata aprox. 30 min.) care nu implică 
consum ridicat de materiale şi energie; 

- Introducerea şi testarea unor măsuri de reducere a fenomenului de dezvoltare a bacteriilor 
filamentoase  - pe lângă metodele de control al activităţii şi viabilităţii nămolului activ implicat în 
procesul de degradare a materiei organice,  s-a propus un set de măsuri cu scopul de îmbunătăţire a 
performanţelor staţiei de epurare: monitorizarea şi controlul nivelului nutrienţilor (raportul CBO:N:P), 
elaborarea bilanţului de materiale în cadrul staţiei de epurare, de testare a unor metode de  reducere a 
concentraţiei indicatorilor care nu se încadrează în prezent în LMA de legislaţie, prin utilizarea 
procesului de adsorbţie cu diferite materiale (de ex. zeoliţi), în scopul completării staţiei de epurare cu o 
treaptă terţiară;  

- Organizare stagii de practică studenţi. Diseminare rezultate - activitatea de  practică şi cercetare 
pentru studenţii studiilor de masterat – specializarea Ingineria şi Protecţia Mediului – Facultatea de 
Inginerie şi Agronomie din Brăila a fost condusă în scopul: furnizării sub aspect practic şi teoretic a 
tehnicilor de determinare a caracteristicilor calitative şi a informaţiilor privind direcţiile de valorificare a 
nămolurilor rezultate de la epurarea apelor uzate industriale, în cadrul orelor de curs şi laborator la 
disciplina Tehnologii şi  echipamente de neutralizare a reziduurilor poluante; elaborării lucrării de 
disertaţie cu tema: “Direcţii de valorificare a nămolurilor biologice  rezultate de la epurarea apelor 
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uzate din procesul de fabricare a hârtiilor şi cartoanelor”, în care s-a realizat un program de laborator 
de urmărire şi evaluare a utilizării nămolului biologic generat la epurarea apelor de la fabricarea hârtiilor 
şi cartoanelor din maculatură, în amestec cu solul, ca substrat pentru plantele de fasole şi mazăre; 
diseminarea rezultatelor proiectului s-a realizat prin publicare de articole în reviste indexate ISI (1) , 
prezentare de comunicări la simpozioane internaţionale organizate în ţară şi străinătate (4), organizare 
de workshop-uri pe tema epurării apelor, precum şi prin intermediului site-ului proiectului 
http://biowwater.ugal.ro ; 

- Stabilirea punctelor permanente de investigare pe ansamblul procesului tehnologic de fabricaţie şi 
în cadrul staţiei de epurare: pentru etapa următoare se propun următoarele puncte de control care au 
implicaţii importante asupra parametrilor de epurare: pentru apele uzate: evacuare proces tehnologic 
(pct. 6 din harta punctelor de control), intrare (bazin de omogenizare) şi ieşire din staţia de epurare 
(pct.8, 9 din harta punctelor de control); pentru nămolul activ: bazinele de aerare B1, B2 (pct. 11 din 
harta punctelor de control) 

 
 
Obiectivele etapei 
 

 Testarea şi introducerea unor metode de control şi monitorizare a parametrilor procesului biologic de epurare 
(viabilitatea şi activitatea culturii de microorganisme ca parametru esenţial prin - testul de reductază şi metoda 
de măsurare a nivelului ATP şi a calităţii influentului) pentru restabilirea echilibrului microbiologic şi aducerea 
staţiei de epurare la condiţii normale de funcţionare;  

 Identificarea factorilor care influenţează reacţiile metabolice ale culturii de microorganisme şi stabilirea unui 
set de măsuri pentru combaterea fenomenului de dezvoltare necontrolată şi excesivă a bacteriilor filamentoase 
(îmbolnăvirii biomasei) în bazinele de aerare;   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://biowwater.ugal.ro
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IDENTIFICAREA UNOR METODE DE DETERMINARE A VIABILITĂŢII ŞI 

ACTIVITĂŢII NĂMOLULUI ACTIV 
 

Pentru funcţionarea instalaţiilor de epurare biologică, viabilitatea şi activitatea microorganismelor 
reprezintă un factor determinant, îndepărtarea substanţelor organice  depinzând direct de numărul celulelor vii 
şi de starea fiziologică a acestora. 

În general, aprecierea cantitativă a nămolului se face prin determinarea materiilor totale în suspensie, atât 
ca substanţă uscată cât şi ca substanţă volatilă, dar deoarece partea funcţională a nămolului este constituită din 
celule vii, această biomasă ar trebui limitată la masa microorganismelor viabile, deci la fracţiunea activă a 
nămolului. 

În prezent, există câteva metode pentru determinarea activităţii nămolului activ, care vor fi prezentate în 
continuare. 
 
2.3.1 Determinarea biomasei active 

 
Parametrul standard al biomasei ce formează nămolul activ reprezintă partea volatilă a materiilor în 

suspensie numită  suspensii volatile. De fapt, fracţiunea de biomasă volatilă, activă, depinde de fracţiunea 
organică a apei uzate brute şi de vârsta nămolului (cu cât floconul este mai bătrân, cu atât procentul de polimeri 
intra- şi extracelulari, inerţi şi greu degradabili, este mai mare). Fracţiunea biodegradabilă  (aprox. 77%) poate 
fi un parametru al activităţii biologice a nămolului activ.  
Fracţiunea biodegradabilă reprezintă diferenţa dintre  suspensiile volatile iniţiale ale unui nămol activ 
prelevat din instalaţie şi suspensiile volatile ale aceluiaşi nămol după o perioadă de aerare extinsă (cca 30 de 
zile când degradarea nu mai are loc în continuare) raportată la supensiile volatile iniţiale; în continuare, masa 
activă relativă din sistemul cu nămol activ  se obţine prin împărţirea acestei fracţii cu 0,77. 
Evaluarea viabilităţii nămolului activ poate fi realizată prin numărarea  bacteriilor vii din unitatea de volum 
sau de greutate a nămolului sau prin determinarea cantitativă a unor constituenţi ai celulei vii. În general se 
foloseşte  tehnica de numărare pe placă (plate counts), respectiv numărarea coloniilor bacteriene pe, sau în 
medii solidificate transparente, ca şi tehnica numărării coloniilor pe filtre de membrană. Se folosesc medii de 
cultură cu extracte de nămol activ, care favorizează dezvoltarea unui număr substanţial mai mare de bacterii. 
Pentru exprimarea unităţilor de viabilitate  este folosită metoda Pike. nămolul activ diluat cu soluţie tampon 
TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethane) este dezintegrat cu ajutorul ultrasunetelor timp de 40, 60, 80 
secunde, diluat în serie, trecut pe plăci de agar şi incubat 7 zile la 22°C. 
Testul ATP (acidul adenozintrifosforic sau adenozin trifosfat): metoda bazată pe reacţia de bioluminiscenţă a 
unui amestec de enzime luciferină şi luciferază (licurici) şi anume emiterea de lumină prin activarea extractului 
din cele două enzime de către ATP (figura 4)  şi măsurarea intensităţii acesteia cu ajutorul unui fotocolimetru 
(luminometru).  Scăderea cantităţii de lumină emisă de bacteriile luminiscente măsoară toxicitatea sistemului. 
Metoda de extracţie a ATP  din nămolul activ cu soluţie la fierbere de tampon TRIS 
(tris(hydroxymethyl)aminomethane) sau cu soluţie 5% de acid tricloracetic rece, fac din metodele  bazate pe 
reacţia de bioluminiscenţă teste cantitative şi rapide pentru măsurarea acestui component celular. 

 
Figura 4 Reacţia de bioluminiscenţă a enzimelor luciferină+luciferază 
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În condiţiile respiraţiei endogene, cantitatea de ATP s-a dovedit satisfăcător constantă de aprox. 2 
µg/mg material celular uscat pentru culturi pure şi respectiv de 0,8 µg/mg substanţă volatilă pentru nămolul 
activ. Pentru nămolul activ, la încărcări organice mici, de 0,06 – 0,16 g/CCO/g s.u. , conţinutul de ATP variază 
de la  3,39 x 10-9 până la 3,56 x 10-9 µg ATP/celulă.  
Inhibitor: fenolul – acesta poate fi îndepărtat prin spălarea nămolului cu o soluţie diluată de dodecilsulfat de 
sodiu. 
 
2.3.2 Determinarea capacităţii de oxidare 

 
În sistemele bacteriene heterotrofe aerobe, aşa cum sunt cele care formează nămolul activ, capacitatea 

de oxidare a substanţelor organice poate indica nu numai biodegradabilitatea  acestora sau tratabilitatea  
biologică a apelor uzate din care fac parte, dar şi activitatea microorganismelor. Procesul de oxidare poate fi 
determinat direct, prin urmărirea  consumului de oxigen, ultimul acceptor de hidrogen, ceea ce prezintă avantaje  
faţă de alte metode analitice, prin care trebuie întrerupt lanţul transportului de electroni, în scopul determinării 
unui metabolit intermediar. Consumul de oxigen se determină  fie cu ajutorul respirometrelor de orice tip, fie cu 
ajutorul metodelor electrometrice, folosind electrodul de oxigen. Activitatea microorgansimelor poate fi 
urmărită  prin  consumul de oxigen  necesar respiraţiei endogene. Din practica epurării apelor uzate cu nămol 
activ  se apreciază  valoarea consumului de oxigen endogen al nămolului normal, viabil, la 0,1-0,3 g O2/g 
substanţă uscată x zi, valori mai reduse faţă de acest interval fiind consecinţa  unei activităţi metabolice, 
respectiv viabilităţi mai reduse. 

O altă metodă constă în determinarea activităţii nămolului prin măsurarea variaţiei concentraţiei în 
oxigen dizolvat, la echilibru, în probe de nămol activ aerate continuu, folosind ca substanţă degradabilă acetatul 
de sodiu. În condiţiile testului, activittaea nămolului exprimată în consum de oxigen  este de 0,03 mg O2/mg 
s.u. şi oră. 
 
2.3.3. Testul de reductază 
 
Metoda excluderii cu Trypan Blue (colorant azoic derivat din toluidină) 
 

Constă  în tratarea probei de nămol cu o soluţie diluată de Trypan Blue (0,4% - 0,5% în soluţie tampon 
fosfatică). Numărarea celulelor se face cu ajutorul unei camere de numărare. Celulele moarte vor fi colorate în 
albastru, iar cele vii vor rămâne incolore. (figura 5) 

 

     
Figura 5 Evidenţierea celulelor vii şi moarte cu ajutorul colorantului Trypan Blue 

 
Determinarea viabilităţii are la bază formula: Viabilitatea, % = număr celule vii/număr total de celule 

 
Activitatea dehidrogenazică 

 
Testarea activităţii dehidrogenazei se bazează pe principiul că enzimele dehidrogenazei sunt produse de 

toate celulele vii şi măsura în care această grupă enzimatică oxidează materia organică poate fi legată de 
numărul de celule vii prezente. Acest grup de enzime transportă electroni şi hidrogen printr-un lanţ de purtători 
de electroni intermediari către un acceptor de electroni final (oxigen), rezultând formarea de apă.  

Activitatea coenzimelor nicotin-amida-adenin-dinucleotidă (NAD) şi flavin-adenin-dinucleotidă (FAD) 
care acţionează ca electroactivatori intermediari poate fi măsurată prin modificarea culorii vizibile a unui 
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colorant cum ar fi clorura de trifenil tetrazoliu (TTC). Procesul de măsurare a activităţii dehidrogenazei implică 
incubarea probei în prezenţa clorurii de trifenil tetrazoliu şi a unui substrat donator de electroni. În forma sa 
oxidată, TTC este incolor, dar în prezenţa enzimelor dehidrogenazei, TTC este redus la trifenil formazan (TF), 
un compus de culoare roşie, insolubil în apă. Mecanismul procedeului este prezentat în figura 6. Trifenil 
formazanul poate fi extras din celule utilizând un solvent (alcool etilic sau metilic) iar concentraţia sa este 
determinată colorimetric prin măsurarea absorbţiei la 484 nm. Faţă de alte metode, această tehnică are avantajul 
cuantificării numărului de celule vii prezente în mediu şi poate fi realizată într-un timp relativ scurt şi cu costuri 
reduse. 

 
Figura 6  Mecanismul activităţii dehidrogenazice 

 
Între consumul de oxigen şi producţia de formazan a nămolului activ există o bună legătură. Astfel, 

activitatea dehidrogenazică raportată la celula vie din nămolul activ a fost găsită relativ constantă la vitezele 
nete de creştere a biomasei în limite largi, şi anume: 1,9 x 10-8µg formazan/celulă şi oră. Raportată la întreaga 
biomasă, valoarea activităţii dehidrogenazice a nămolului activ funcţionând cu eficienţă bună de îndepărtare a 
substanţelor organice, a fost găsită mai mare decât 10 mg formazan/g substanţă volatilă şi oră. De asemenea, în 
acord cu legătura directă a activităţii dehidrogenazice cu numărul celulelor viabile, au fost găsite relaţii 
matematice  între concentraţia  suspensiilor din nămolul activ  şi activitatea dehidrogenazică. Informaţiile 
oferite de acest test  sunt utile  în cazul intoxicării nămolului, observându-se o remarcabilă  scădere a 
concentraţiei de formazan  faţă de aceea determinată pentru nămolul activ neintoxicat. 

 

 
 

    

Proba de nămol 
activ 

Extracţie Formazan 
cu alcool 

Formazan extras Determinarea colorimetrică la 480 nm  

 
Etapele procesului de extracţie a formazanului din celula bacteriană cu ajutorul CCT 

 
 
2.3.4 Determinarea biomasei active – teste de toxicitate 
 
Metoda colorimetrică  Toxtrak  (Metoda Hach) 

 
Testul de toxicitate Toxtrak are la bază metoda colorimetrică de reducere prin respiraţie bacteriană; 

testul conţine un inocul gata preparat cu o bacterie de control (E.coli). Prin respiraţie bacteriană, colorantul 
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resazurin, redox activ este redus şi  îşi schimbă culoarea de la albastru la roz violet (resorufin) (figura 7). In 
stare oxidată colorantul redox resazurin este albastru – starea iniţială la începutul testului. Bacteriile prezente 
oxidează glucoza adăugată la proba de analizat  şi reduce resazurina. În prima etapă resazurina este redusă de 
2e- la resorufin care are culoarea roz violet. Acesta poate fi redus suplimentar de alţi 2e-  la dehidroresorufin 
care este incolor.  Substanţele toxice pot inhiba gradul de reducere al resazurinei. Se determină densitatea 
bacteriană prin măsurarea absorbanţei (la 603 nm) probelor de analizat la timpul iniţial şi la timpul final (după 
decolorare). Timpul final se stabileşte în funcţie de o probă de control. Este important ca citirea  absorbanţei să 
se realizeze înaintea reducerii suplimentare a resorufinei pentru a preveni interferenţele. 

 
  

Figura 7 Mecanismul de reducere a colorantului resazurin prin respiraţie bacteriană 
 
Atunci când diferenţa de absorbanţă a probei de control este de 0,6  0,1 (aceasta poate dura 45 – 75 min.), se 
apreciază timpul final (citirea se face cu ajutorul unui fotocolorimetru). 
Toxicitatea sistemului este apreciată prin gradul de inhibiţie care se calculează cu relaţia:  

% I = [1- ( Abs. probă/ Abs. control)] x 100,  în care: 
Abs. probă = absorbanţa probei (timp iniţial) – absorbanţa probei (timp final), 603 nm 
Abs. control = absorbanţa control (timp iniţial) – absorbanţa control (timp final), 603 nm 

Comparativ cu alte metode de determinare a gradului de toxicitate, metoda Hach ToxTrak este foarte 
rapidă, permiţând utilizarea unei tehnici fotocolorimetrice simple şi ieftine, fără extracţia, centrifugarea sau 
filtrarea probei. Gradul de inhibiţie poate fi apreciat şi vizual, iar metoda poate fi aplicată pentru diferite specii 
de bacterii sau amestecuri de culturi bacteriene. Gradul de inhibiţie reprezintă o determinare relativă. 
Rezultatele obţinute nu exprimă o măsurătoare cantitativă a concentraţiei de substanţă toxică. Astfel gradul de 
inhibiţie nu este direct proporţional cu prezenţa sau cu creşterea concentraţiei de substanţă toxică în sistem. 
Pentru a determina gradul minim de inhibiţie, sunt necesare diluţii repetate pentru care se determină gradul de 
inhibiţie până la limta la care acesta nu mai este observat. Dacă proba arată un grad de inhibiţie mai mic de 10% 
este recomandată repetarea testului.   
Rezultate privind toxicitatea: 

Procent de inhibiţie, % Concluzii 
7%, 9%, 5%, 8%, 5% Poate fi uşor toxic 

7%, -4%, -5%, 5%, 1% Nu este toxic 
-7%, -9%, -5%, -8%, -5% Poate fi uşor toxic 

Câteva exemple cu privire la gradele de inhibiţie înregistrate cu metoda ToxTrak în corelaţie cu substanţele 
toxice prezente în sistem, sunt prezentate mai jos: 

Substanţa toxică Gradul de inhibiţie obţinut în urma utilizării metodei ToxTrakTM 

Cu2+  2 mg/L  52%, 61%, 59%, 57%, 68%, 57%, 73%, 63%, 73%  
Cu2+  0,2 mg/L  53%, 48%, 56%, 49%, 73%, 55%, 59%, 58%, 64% 
Cu2+  0,02 mg/L  -7%, 8%, -6%, 3%, 0%, -12%  
Formaldehidă 0.005%  9%, 13%  
Hg2+  5 mg/L  22%, 36%, 38%  
Fenol 10mg/L  1%  
CN- 0.1 mg/L  10%  
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2.3.5 Determinarea tipurilor de specii de bacterii aerobe mezofile implicate în procesul de degradare 
 
Madoni (1993) a propus anumite caracteristici ale culturii de microorganisme care trebuie considerate ca 

şi criterii de definire a unui proces eficient de epurare biologică cu nămol activ şi anume: 
- un nivel ridicat al comunităţii microbiene (> 106 unităţi celulare/l); 
- microorganismele trebuie să cuprindă în principal specii de protozoare ciliate, fără prezenţa speciilor 

flagelate ; 
- specii şi grupuri de ciliate extrem de diversificate şi nici una dominantă numeric peste celelalte, cu un 

factor mai mare de 10;  
Astfel, speciile de bacterii ciliate sunt considerate cele mai importante populaţii bacteriene de protozoare 

implicate în procesele de degradare din bazinele de aerare ale instalaţiei de epurare biologică a apelor. Curds şi 
Madoni clasifică aceste comunităţi  microbiene în patru grupe, în funcţie de necesităţile nutriţionale, forma de 
mişcare, şi localizarea fizică în raport cu unitatea structurală a nămolului activ (floconul) : 

- ciliate libere (free swimming ciliates) – care nu sunt asociate floconului, distribuite uniform  
(Paramecium sp or Uronema nigricans); 

- ciliate târâtoare (crawling ciliates)- care se deplasează pe suprafaţa floconului de nămol activ cu celule 
înclinate şi cu cilindru ventral specializat în principal (Euplotes and Aspidisca species); 

- ciliate ataşate (stalked ciliates)– care sunt fixate pe floconul de nămol activ attached ciliates printr-o 
tulpină ( Vorticella convallaria or Thuricola sp or Vaginicola sp), etc. 

- ciliate carnivore (carnivourus ciliates)– libere sau ataşate care se hrănesc cu anumite specii de flagelate 
sau cu alte ciliate carnivorous ciliates. 
 

   
                Ciliate libere    ciliate ataşate    flagelate 

 
Figura 8 Comunităţi microbiene asociate nămolului activ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Etapa 2: Proiectarea şi testarea unui sistem integrat de metode şi tehnici de control al parametrilor proceselor de generare şi 
de epurare a apelor uzate 
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