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de epurare a apelor uzate

REZUMAT

In cadrul etapei 2 au fost realizate activitdfi de cercetare industriala si de diseminare in

conformitate cu planul de realizare a proiectului. Activitatile de cercetare industriala au avut
ca scop identificarea si testarea unor metode pentru controlul activitatii si viabilitdtii namolului
aciv implicat in procesul de epurare biologicd a apelor uzate generate din procesul tehnologic
de fabricatie al SC AMBRO SA Suceava si au constat in:

Stabilirea perioadei de monitorizare - pe baza rezultatelor obtinute in prima etapa a
proiectului cu privire la inventarierea principalelor surse de poluare a apelor de proces si
a hartii punctelor de prelevare, In aceastd etapa s-a stabilit de comun acord cu toti
partenerii implicati in proiect programul de monitorizare, pentru perioada aprilie —
noiembrie 2017, respectiv realizarea unei campanii de prelevare pe termen scurt in luna
septembrie 2017,

Campanie de prelevare probe si efectuare masuratori — prelevarea probelor s-a
realizat avand la baza harta punctelor de control elaborata in etapa 1, astfel: probe de apa
uzatd de la intrarea §i evacuarea acesteia In/din statia de epurare si probe de suspensie de
namol activ din bazinele de acrare ale statiei de epurare biologica, care au fost analizate
din punct de vedere al caracteristicilor fizico-chimice (continut de materii totale in
suspensie si de materii volatile in suspensie), caracteristicilor microbiologice (numar de
bacterii aerobe mezofile si colonii de drojdii si mucegaiuri), activitatii si viabilitatii
(activitatea dehidrogenazei si teste de toxicitate bazate pe respiratia bacteriand);
Dezvoltarea si testarea unor metode de determinare a viabilitatii si activitatii
biomasei implicata in degradarea impurititilor organice din apa uzata - 1n cadrul

campaniei de masuratori au fost dezvoltate si testate urmitoarele metode pentru determinarea
viabilitatii n.a.: activitatea dehidrogenazei care are la baza principiul ca enzimele dehidrogenazei sunt
produse de toate celulele vii, iar masura in care aceste enzime oxideaza materia organica poate fi legata
de numarul de celule vii prezente si festele de respiratie bacteriana - testul de toxicitate Toxtrak -
metoda colorimetrica de reducere a colorantului redox resazurin; pe baza rezultatelor obtinute se
recomanda aplicarea acestor metode in monitorizarea efectuata de laboratorul statiei de epurare, avand
in vedere ca sunt metode de complexitate medie si rapide (durata aprox. 30 min.) care nu implica
consum ridicat de materiale i energie;

Introducerea si testarea unor masuri de reducere a fenomenului de dezvoltare a bacteriilor
filamentoase - pe langd metodele de control al activitatii si viabilitatii namolului activ implicat n
procesul de degradare a materiei organice, Ss-a propus un set de masuri cu scopul de imbunatatire a
performantelor statiei de epurare: monitorizarea si controlul nivelului nutrientilor (raportul CBO:N:P),
elaborarea bilanfului de materiale in cadrul statiei de epurare, de testare a unor metode de reducere a
concentratiel indicatorilor care nu se Incadreazd in prezent in LMA de legislatie, prin utilizarea
procesului de adsorbtie cu diferite materiale (de ex. zeoliti), in scopul completarii statiei de epurare cu o
treapta tertiara;

Organizare stagii de practica studenti. Diseminare rezultate - activitatea de practica si cercetare
pentru studentii studiilor de masterat — specializarea Ingineria si Protectia Mediului — Facultatea de
Inginerie si Agronomie din Braila a fost condusa in scopul: furnizarii sub aspect practic si teoretic a
tehnicilor de determinare a caracteristicilor calitative si a informatiilor privind directiile de valorificare a
namolurilor rezultate de la epurarea apelor uzate industriale, in cadrul orelor de curs si laborator la
disciplina Tehnologii si echipamente de neutralizare a reziduurilor poluante; elaborarii lucrarii de
disertatie cu tema: “Directii de valorificare a namolurilor biologice rezultate de la epurarea apelor
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uzate din procesul de fabricare a hartiilor si cartoanelor”, in care s-a realizat un program de laborator
de urmarire si evaluare a utilizarii namolului biologic generat la epurarea apelor de la fabricarea hartiilor
si cartoanelor din maculaturd, in amestec cu solul, ca substrat pentru plantele de fasole s1 mazare;
diseminarea rezultatelor proiectului s-a realizat prin publicare de articole in reviste indexate ISI (1) ,
prezentare de comunicari la simpozioane internationale organizate in tara si strainatate (4), organizare
de workshop-uri pe tema epurarii apelor, precum si prin intermediului site-ului proiectului
http://biowwater.ugal.ro ;

- Stabilirea punctelor permanente de investigare pe ansamblul procesului tehnologic de fabricatie si
in cadrul statiei de epurare: pentru etapa urmatoare se propun urmatoarele puncte de control care au
implicatii importante asupra parametrilor de epurare: pentru apele uzate: evacuare proces tehnologic
(pct. 6 din harta punctelor de control), intrare (bazin de omogenizare) si iesire din statia de epurare
(pct.8, 9 din harta punctelor de control); pentru namolul activ: bazinele de aerare B1, B2 (pct. 11 din
harta punctelor de control)

Obiectivele etapei

eTestarea si introducerea unor metode de control si monitorizare a parametrilor procesului biologic de epurare
(viabilitatea si activitatea culturii de microorganisme ca parametru esential prin - testul de reductaza si metoda
de masurare a nivelului ATP si a calitatii influentului) pentru restabilirea echilibrului microbiologic si aducerea
statiei de epurare la conditii normale de functionare;

eldentificarea factorilor care influenteaza reactiile metabolice ale culturii de microorganisme si stabilirea unui
set de masuri pentru combaterea fenomenului de dezvoltare necontrolata i excesiva a bacteriilor filamentoase
(imbolnavirii biomasei) in bazinele de aerare;
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IDENTIFICAREA UNOR METODE DE DETERMINARE A VIABILITATII SI
ACTIVITATII NAMOLULUI ACTIV

Pentru functionarea instalagiilor de epurare biologica, viabilitatea si activitatea microorganismelor
reprezinta un factor determinant, indepartarea substantelor organice depinzand direct de numarul celulelor vii
si de starea fiziologica a acestora.

In general, aprecierea cantitativa a nimolului se face prin determinarea materiilor totale In suspensie, atat
ca substanta uscata cat si ca substanta volatila, dar deoarece partea functionala a namolului este constituitd din
celule vii, aceasta biomasa ar trebui limitata la masa microorganismelor viabile, deci la fractiunea activa a
namolului.

In prezent, exista cateva metode pentru determinarea activitatii nimolului activ, care vor fi prezentate in
continuare.

2.3.1 Determinarea biomasei active

Parametrul standard al biomasei ce formeazd namolul activ reprezintd partea volatilda a materiilor in
suspensie numita suspensii volatile. De fapt, fractiunea de biomasa volatila, activa, depinde de fractiunea
organica a apei uzate brute si de varsta namolului (cu cat floconul este mai batran, cu atat procentul de polimeri
intra- si extracelulari, inerti si greu degradabili, este mai mare). Fractiunea biodegradabila (aprox. 77%) poate
fi un parametru al activitdtii biologice a namolului activ.

Fractiunea biodegradabild reprezinta diferenta dintre suspensiile volatile initiale ale unui namol activ
prelevat din instalagie si suspensiile volatile ale aceluiasi namol dupa o perioada de aerare extinsa (cca 30 de
zile cand degradarea nu mai are loc in continuare) raportata la supensiile volatile initiale; Th continuare, masa
activa relativa din sistemul cu ndmol activ se obtine prin impartirea acestei fractii cu 0,77.

Evaluarea viabilitatii namolului activ poate fi realizatd prin numararea bacteriilor vii din unitatea de volum
sau de greutate a namolului sau prin determinarea cantitativa a unor constituenti ai celulei vii. Tn general se
foloseste tehnica de numarare pe placa (plate counts), respectiv numararea coloniilor bacteriene pe, sau in
medii solidificate transparente, ca si tehnica numararii coloniilor pe filtre de membrana. Se folosesc medii de
cultura cu extracte de namol activ, care favorizeaza dezvoltarea unui numar substantial mai mare de bacterii.
Pentru exprimarea unitatilor de viabilitate este folosita metoda Pike. namolul activ diluat cu solutie tampon
TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethane) este dezintegrat cu ajutorul ultrasunetelor timp de 40, 60, 80
secunde, diluat in serie, trecut pe placi de agar si incubat 7 zile la 22°C.

Testul ATP (acidul adenozintrifosforic sau adenozin trifosfat): metoda bazata pe reactia de bioluminiscenta a
unui amestec de enzime luciferina si luciferaza (licurici) si anume emiterea de lumina prin activarea extractului
din cele doua enzime de catre ATP (figura 4) si masurarea intensitatii acesteia cu ajutorul unui fotocolimetru
(luminometru). Scaderea cantitatii de lumina emisa de bacteriile luminiscente masoara toxicitatea sistemului.
Metoda de extractie a ATP din namolul activ cu solutie la fierbere de tampon TRIS
(tris(hydroxymethyl)aminomethane) sau cu solutie 5% de acid tricloracetic rece, fac din metodele bazate pe
reactia de bioluminiscenta teste cantitative si rapide pentru masurarea acestui component celular.

HaN K
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ATP Luciferase Light

(from Firefly)

Figura 4 Reactia de bioluminiscenta a enzimelor luciferina+luciferaza
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In conditiile respiratiei endogene, cantitatea de ATP s-a dovedit satisficitor constanti de aprox. 2
pg/mg material celular uscat pentru culturi pure si respectiv de 0,8 pg/mg substantd volatilda pentru ndmolul
activ. Pentru namolul activ, la incarcari organice mici, de 0,06 — 0,16 g/CCO/g s.u. , continutul de ATP variaza
de la 3,39 x 10° pani la 3,56 x 10 ug ATP/celula.

Inhibitor: fenolul — acesta poate fi indepartat prin spalarea namolului cu o solutie diluatd de dodecilsulfat de
sodiu.

2.3.2 Determinarea capacitatii de oxidare

Tn sistemele bacteriene heterotrofe aerobe, asa cum sunt cele care formeaza nimolul activ, capacitatea
de oxidare a substantelor organice poate indica nu numai biodegradabilitatea acestora sau tratabilitatea
biologica a apelor uzate din care fac parte, dar si activitatea microorganismelor. Procesul de oxidare poate fi
determinat direct, prin urmarirea consumului de oxigen, ultimul acceptor de hidrogen, ceea ce prezinta avantaje
fata de alte metode analitice, prin care trebuie intrerupt lantul transportului de electroni, in scopul determinarii
unui metabolit intermediar. Consumul de oxigen se determinad fie cu ajutorul respirometrelor de orice tip, fie cu
ajutorul metodelor electrometrice, folosind electrodul de oxigen. Activitatea microorgansimelor poate fi
urmarita prin consumul de oxigen necesar respiratici endogene. Din practica epurarii apelor uzate cu namol
activ se apreciaza valoarea consumului de oxigen endogen al namolului normal, viabil, la 0,1-0,3 g O/g
substanta uscata X zi, valori mai reduse fatd de acest interval fiind consecinta unei activitati metabolice,
respectiv viabilitati mai reduse.

O altd metoda constd in determinarea activitatii ndmolului prin masurarea variatiei concentratiei in
oxigen dizolvat, la echilibru, in probe de namol activ aerate continuu, folosind ca substanta degradabila acetatul
de sodiu. In conditiile testului, activittaca namolului exprimati in consum de oxigen este de 0,03 mg O/mg
s.u. si ora.

2.3.3. Testul de reductaza
Metoda excluderii cu Trypan Blue (colorant azoic derivat din toluidina)
Consta 1in tratarea probei de namol cu o solutie diluata de Trypan Blue (0,4% - 0,5% in solutie tampon

fosfatica). Numararea celulelor se face cu ajutorul unei camere de numarare. Celulele moarte vor fi colorate n
albastru, iar cele vii vor ramane incolore. (figura 5)

Figura 5 Evidentierea celulelor vii si moarte cu ajutorul colorantului Trypan Blue

Determinarea viabilitatii are la baza formula: Viabilitatea, % = numar celule vii/numar total de celule
Activitatea dehidrogenazicia

Testarea activitatii dehidrogenazei se bazeaza pe principiul ca enzimele dehidrogenazei sunt produse de
toate celulele vii si masura in care aceasta grupa enzimatica oxideaza materia organica poate fi legata de
numarul de celule vii prezente. Acest grup de enzime transporta electroni si hidrogen printr-un lant de purtatori
de electroni intermediari catre un acceptor de electroni final (oxigen), rezultand formarea de apa.

Activitatea coenzimelor nicotin-amida-adenin-dinucleotida (NAD) si flavin-adenin-dinucleotida (FAD)
care actioneazd ca electroactivatori intermediari poate fi masuratd prin modificarea culorii vizibile a unui
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colorant cum ar fi clorura de trifenil tetrazoliu (TTC). Procesul de masurare a activitatii dehidrogenazei implica
incubarea probei in prezenta clorurii de trifenil tetrazoliu si a unui substrat donator de electroni. Tn forma sa
oxidata, TTC este incolor, dar in prezenta enzimelor dehidrogenazei, TTC este redus la trifenil formazan (TF),
un compus de culoare rosie, insolubil in apa. Mecanismul procedeului este prezentat in figura 6. Trifenil
formazanul poate fi extras din celule utilizand un solvent (alcool etilic sau metilic) iar concentratia sa este
determinata colorimetric prin masurarea absorbtiei la 484 nm. Fata de alte metode, aceasta tehnica are avantajul
cuantificarii numarului de celule vii prezente in mediu si poate fi realizata intr-un timp relativ scurt si cu costuri
reduse.

Dehydrogenase + -
RH, YR e r ¥ oH T+ I8
Substrate Oxidized
substrate
N—N—CH; N—NH—CH;
; V4 : 4
2H + |CHLC —» HCl + C H,C
N=—/N—=CH; N==N—=C4H;
Cl
Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) Triphenyl formazan

Figura 6 Mecanismul activitatii dehidrogenazice

Intre consumul de oxigen si productia de formazan a nimolului activ existd o buni legatura. Astfel,
activitatea dehidrogenazica raportata la celula vie din namolul activ a fost gasita relativ constanta la vitezele
nete de crestere a biomasei in limite largi, si anume: 1,9 x 10'8ug formazan/celula si ora. Raportata la intreaga
biomasa, valoarea activitatii dehidrogenazice a namolului activ functionand cu eficientd buna de indepartare a
substantelor organice, a fost gasita mai mare decat 10 mg formazan/g substanta volatila si ora. De asemenea, in
acord cu legatura directd a activitatii dehidrogenazice cu numarul celulelor viabile, au fost gasite relatii
matematice 1intre concentratia suspensiilor din namolul activ si activitatea dehidrogenazica. Informatiile
oferite de acest test sunt utile 1n cazul intoxicarii namolului, observandu-se o remarcabilda scadere a
concentratiei de formazan fata de aceea determinata pentru namolul activ neintoxicat.

Proba de namol Extractie Formazan Formazan extras Determinarea colorimetrica la 480 nm
activ cu alcool

Etapele procesului de extractie a formazanului din celula bacteriand cu ajutorul CCT

2.3.4 Determinarea biomasei active — teste de toxicitate
Metoda colorimetrica Toxtrak (Metoda Hach)

Testul de toxicitate Toxtrak are la bazd metoda colorimetrica de reducere prin respiratie bacteriana;
testul congine un inocul gata preparat cu o bacterie de control (E.coli). Prin respiratie bacteriana, colorantul
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resazurin, redox activ este redus si isi schimba culoarea de la albastru la roz violet (resorufin) (figura 7). In
stare oxidata colorantul redox resazurin este albastru — starea initiala la inceputul testului. Bacteriile prezente
oxideazi glucoza adiugati la proba de analizat si reduce resazurina. In prima etapi resazurina este redusi de
2e" la resorufin care are culoarea roz violet. Acesta poate fi redus suplimentar de alti 2e” la dehidroresorufin
care este incolor. Substantele toxice pot inhiba gradul de reducere al resazurinei. Se determind densitatea
bacteriana prin masurarea absorbantei (la 603 nm) probelor de analizat la timpul initial si la timpul final (dupa
decolorare). Timpul final se stabileste in functie de o proba de control. Este important ca citirea absorbantei sa
se realizeze Tnaintea reducerii suplimentare a resorufinei pentru a preveni interferentele.
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NADH / H*
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N
X
/@i j;l Resorufin
HO O 6}

Figura 7 Mecanismul de reducere a colorantului resazurin prin respiratie bacteriana

Atunci cand diferenta de absorbanta a probei de control este de 0,6 + 0,1 (aceasta poate dura 45 — 75 min.), se
apreciaza timpul final (citirea se face cu ajutorul unui fotocolorimetru).
Toxicitatea sistemului este apreciata prin gradul de inhibitie care se calculeaza cu relatia:
% | = [1- (A Abs. probd/A Abs. control)] x 100, in care:

AAbs. proba = absorbanta probei (timp inifial) — absorbanta probei (timp final), 603 nm
AAbs. control = absorbanta control (timp initial) — absorbanta control (timp final), 603 nm

Comparativ cu alte metode de determinare a gradului de toxicitate, metoda Hach ToxTrak este foarte
rapida, permitdnd utilizarea unei tehnici fotocolorimetrice simple si ieftine, fara extractia, centrifugarea sau
filtrarea probei. Gradul de inhibitie poate fi apreciat si vizual, iar metoda poate fi aplicata pentru diferite specii
de bacterii sau amestecuri de culturi bacteriene. Gradul de inhibitie reprezintd o determinare relativa.
Rezultatele obtinute nu exprima o masuratoare cantitativa a concentratiei de substanta toxica. Astfel gradul de
inhibitie nu este direct proportional cu prezenta sau cu cresterea concentratiei de substanta toxica in sistem.
Pentru a determina gradul minim de inhibitie, sunt necesare dilutii repetate pentru care se determina gradul de
inhibitie pana la limta la care acesta nu mai este observat. Daca proba arata un grad de inhibitie mai mic de 10%
este recomandata repetarea testului.
Rezultate privind toxicitatea:

Procent de inhibitie, % Concluzii
7%, 9%, 5%, 8%, 5% Poate fi usor toxic
7%, -4%, -5%, 5%, 1% Nu este toxic

-71%, -9%, -5%, -8%, -5% Poate fi usor toxic

Cateva exemple cu privire la gradele de inhibitie inregistrate cu metoda ToxTrak in corelatie cu substantele
toxice prezente in sistem, sunt prezentate mai jos:

Substanta toxici Gradul de inhibitie obtinut in urma utiliziirii metodei ToxTrak'"
Cu”™ 2 mg/L 52%, 61%, 59%, 57%, 68%, 57%, 73%, 63%, 73%
Cu” 0,2 mg/L 53%, 48%, 56%, 49%, 73%, 55%, 59%, 58%, 64%
Cu® 0,02 mg/L -7%, 8%, -6%, 3%, 0%, -12%
Formaldehida 0.005% 9%, 13%
Hg” 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 in procesul de degradare

Madoni (1993) a propus anumite caracteristici ale culturii de microorganisme care trebuie considerate ca

si criterii de definire a unui proces eficient de epurare biologica cu namol activ si anume:

un nivel ridicat al comunitatii microbiene (> 10° unitati celulare/I);

microorganismele trebuie sa cuprinda in principal specii de protozoare ciliate, fara prezenta speciilor
flagelate ;

specii si grupuri de ciliate extrem de diversificate si nici una dominanta numeric peste celelalte, cu un
factor mai mare de 10;

Astfel, speciile de bacterii ciliate sunt considerate cele mai importante populatii bacteriene de protozoare

implicate in procesele de degradare din bazinele de aerare ale instalatiei de epurare biologica a apelor. Curds si
Madoni clasifica aceste comunitati microbiene Tn patru grupe, in functie de necesitatile nutritionale, forma de
miscare, si localizarea fizica in raport cu unitatea structuralda a namolului activ (floconul) :

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

ciliate taratoare (crawling ciliates)- care se deplaseaza pe suprafata floconului de namol activ cu celule
inclinate si cu cilindru ventral specializat in principal (Euplotes and Aspidisca species);

ciliate atasate (stalked ciliates)— care sunt fixate pe floconul de namol activ attached ciliates printr-o
tulpina ( Vorticella convallaria or Thuricola sp or Vaginicola sp), etc.

ciliate carnivore (carnivourus ciliates)— libere sau atasate care se hranesc cu anumite specii de flagelate
sau cu alte ciliate carnivorous ciliates.

Ciliate libere ciliate ataste flagelate

Figura 8 Comunitati microbiene asociate ndmolului activ
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