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Porownanie biotycznych i abiotycznych zmian
WWA w glebie nawozonej osadami §ciekowymi'

Maria Wiodarczyk-Makuta
Politechnika Czestochowska

1.Wstep

W bogatej literaturze dotyczacej obecnosci WWA w $srodowisku
znajduja si¢ takze pozycje potwierdzajace wystgpowanie tych zwigzkow
w glebach i osadach Sciekowych. Zawartos¢ WWA w glebach zalezy od
rodzaju gleby (piaszczyste, gliniaste), miejsca jej wystepowania (tereny
narazone na zanieczyszczenia antropogenne, nie narazone, lesne,) oraz
sposobu uzytkowania [1+3]. Stopien zanieczyszczenia osadow $cieko-
wych jest §cisle zwigzany z obcigzeniem $ciekOw poliaromatami. Zalezy
wiec od rodzaju Sciekow (rézne odptywy przemystowe, bytowe, opado-
we) oraz od stopnia zmineralizowania materii organicznej [4+6]. Wraz
przystapieniem naszego kraju do Unii Europejskiej wzrastaja wymagania
odnos$nie przerdbki i zagospodarowania osadow $ciekowych. Po 2012 r.
nie bedg mogly by¢ sktadowane osady zawierajace ponad 5% materii
organicznej [7]. Pewnym rozwigzaniem problemu zagospodarowania
osadow jest wykorzystanie przyrodnicze, w tym takze w rolnictwie. Wo-
bec obecnie obowigzujacych przepisow prawnych, zastosowanie osadow
do nawozenia gleb niesie ze sobg konieczno$¢ monitorowania osadow
i gleby na zawarto$¢ siedmiu wybranych metali cigzkich oraz organi-

! Badania wykonano w ramach projektu badawczego 3 T09C-033-19
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zmoéw patogennych [8]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na obecnos¢
w osadach $ciekowych mikrozanieczyszczen organicznych. Niektore
znich znalazly si¢ w propozycji nowelizacji dyrektywy osadowe;.
86/278/EWG. Planowane jest wprowadzenie obowigzku kontroli w osa-
dach przeznaczonych do rolnictwa takich ksenobiotykow jak WWA,
chlorowcopochodne organiczne (PCB, AOX, PCDD, PCDF) oraz LAS
1 DEHP [7]. W odniesieniu do WWA wymienia si¢ jedynie 11 zwigzkéw,
podczas gdy Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska podaje 16 we-
glowodoréw, ktére powinny by¢ oznaczane w §rodowisku [9]. Problem
jest o tyle istotny, ze niektore WWA zaliczane sg do rakotwodrczych, mu-
tagennych i teratogennych [10+11]. Wérdd szesnastu weglowodoréw
wskazanych przez EPA, osiem wykazuje dziatanie rakotworcze. Nalezy
jednak podkresli¢, ze inne weglowodory, co do ktérych nie potwierdzono
dzialania toksycznego moga w §rodowisku wchodzi¢ w reakcje z innymi
zwigzkami tworzac pochodne czg¢sto bardziej toksyczne [12]. WWA cho-
ciaz uwazane za trwate, w pewnych warunkach ulegaja biodegradacji
oraz przemianom bez udzialu mikroorganizmoéow [12+14]. Do przemian
abiotycznych nalezy: ulatnianie, fotodegradacja, sorpcja, wymywanie,
chemiczne utlenianie oraz reakcje przytaczania i podstawiania. Niektore
z nich prowadza do rozktadu WWA, a podczas np. ulatniania czy wy-
mywania migrujg jedynie do innego Srodowiska pozostajac w stanie nie-
zmienionym. Wobec tego wazne jest rozpoznanie przemian WWA jakim
podlegaja w srodowisku. Celem badan bylo przeanalizowanie i poréwna-
nie zmian stgzen WWA, bedacych wynikiem abiotycznych 1 biologicz-
nych procesow, w glebie z dodatkiem osadow sciekowych,

2. Metodyka badan
2.1. Materialy

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem gleby pochodzacej
z rejonu czgstochowskiego. Glebe wstepnie scharakteryzowano, wykonu-
jac nastepujace oznaczenia: skladu granulometrycznego, zawarto$ci
préchnicy, odczynu i wilgotnosci. Na podstawie kwasowosci hydroli-
tycznej 1 sumy kationdw zasadowych wyznaczono pojemnos¢ sorpcyjng.
Wartosci tych wskaznikow okreslono zgodnie z przyjeta procedurg anali-
tyczng [15]. Okreslono takze ogdlng zawarto$¢ bakterii, promieniowcow
1 grzybow.
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Osady sciekowe pobrano jako prébki jednorazowe z matlej
oczyszczalni $ciekdw. Proces biologicznego oczyszczania $ciekow jest
tam realizowany w reaktorze biologicznym z wydzielonymi strefami:
beztlenowa, anoksyczng i tlenowa. Proces przerdbki osadu obejmuje tle-
nowg stabilizacj¢ i odwadnianie z dodatkiem polielektrolitu. Pobrano
osady ustabilizowane 1 odwodnione. Osady wstepnie scharakteryzowano
poprzez oznaczenie wilgotnos$ci, zawarto$ci substancji organicznych oraz
odczynu 1 zasadowos$ci (w wyciggu wodnym). Oznaczenia wykonano
z godnie z metodyka podawang przez Hermanowicza [16].

2.2. Przebieg badan

Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych. Po wy-
dzieleniu z gleby i1 osadéw probek reprezentatywnych (przez kwartowa-
nie) oznaczono w nich zawarto$§¢ poczatkowa WWA. Uwzgledniajac
zawarto$¢ suchej masy w glebie 1 osadach materiaty te zostaly zmieszane
w proporcji 30:1. Z otrzymanej mieszaniny wydzielono 24 préobek
1 wzbogacono je mieszaning standardowg zawierajaca 16 WWA (Accu
Standard Inc. USA — PAH Mix) w mieszaninie benzenu i dichlorometanu
(v/v 1:1). Stezenie poszczegdlnych zwigzkdw w mieszaninie wzorcowej
wynosito 2000 ng/L. Do dwunastu wprowadzono azydek sodu w celu
dezaktywacji mikroorganizméw. Wszystkie probki przechowywano
w warunkach laboratoryjnych w temperaturze 20°C przez okres 4 tygo-
dni. Oznaczenia WWA wykonano na poczatku do§wiadczenia, trzykrot-
nie w czasie trwania w odstepach 7 dniowych oraz po jego zakonczeniu,
kazdorazowo w dwoch powtorzeniach.

2.3. Metodyka analityczna

Analiza WWA obejmowata etap przygotowania probek oraz
chromatograficzne oznaczanie ilosciowe. Wyodrebnienie matrycy orga-
nicznej z gleby, osadéw 1 mieszaniny gleby z osadami polegato na eks-
trakcji w ukladzie ciato stale-ciecz. Dla gleby oraz mieszaniny gleby
z osadami do ekstrakcji uzywano eteru naftowego. Natomiast ekstrakcje
substancji organicznych z osadow prowadzono z wykorzystaniem dichlo-
rometanu i cykloheksanu (v/v 1:5). Uzywano rozpuszczalnikow przezna-
czonych do analiz chromatograficznych. Proces prowadzono metoda
sonifikacji w ptuczce ultradzwiekowej przez 20 minut. Nastepnie roz-
dzielano rozpuszczalniki od prébek poprzez odwirowanie w wiréwce



562 Maria Wtodarczyk-Makuta

laboratoryjnej. Otrzymane ekstrakty zatezano do objetosci okoto 3 mL
w strumieniu azotu. Z ekstraktow wydzielano WWA podczas ekstrakcji
do fazy statej w warunkach prézniowych (SPE). Kolumienki SPE byly
wypelnione warstwg cyjano- oraz zelem krzemionkowym. Eluentem byta
mieszanina acetonitrylu i toluenu (v/v 4:1). Przypadku prébek osadu,
ekstrakty oczyszczano na zelu krzemionkowym takze pod proznig. Eks-
trakty zatezano ponownie w strumieniu azotu do objetosci 1 mL 1 kiero-
wano do analizy chromatograficznej. Analiza iloSciowa WWA byta wy-
konywana przy uzyciu zestawu obejmujacego chromatograf gazowy
wraz ze spektrometrem masowym (GC8000/MS800 Fisons). Parametry
pracy zestawu chromatograficznego byty nastepujace: gazem no$nym byt
hel (70kPa), program temperaturowy od 40°C do 120°C (40°C/min) do
280°C (5°C/min) i do 280°C przez 20 min. temperatura interface —
280°C. Zastosowano kolumng DB-5 (30m; 0,25 mm; 0,25 um) i system
integracji — MassLab. Objeto$¢ nastrzyku wynosita 1 pL, (on column
injector). Ekstrakty wprowadzano do prekolumny o dlugosci 1,5 m. Iden-
tyfikowano i oznaczano ilosciowo 16 weglowodoréw, ktore wymieniane
sa przez EPA na liScie zwiazkoéw organicznych jakie powinny by¢ anali-
zowane w probkach srodowiskowych. Dziesie¢ sposrod nich jest wyrdz-
nionych w propozycji zmiany Dyrektywy Osadowej Unii Europejskiej
dotyczacej organicznych mikrozanieczyszczen w osadach przeznaczo-
nych do wykorzystania w rolnictwie. Granica detekcji dla poszczegdl-
nych zwigzkéw wynosita: naftalen — 0,14, acenaftylen — 0,31, acenaften
— 0,43, fluoren — 0,46, fenantren — 0,59, antracen — 0,54, fluoranten —
0,30, piren — 0,22, benzo(a)antracen — 0,28, chryzen — 0,28, ben-
zo(b)fluoranten — 0,28, benzo(k)fluoranten — 0,27, benzo(a)piren — 0,21,
indeno(1,2,3,c,d)piren — 0,24, dibenzo(a,h)antracen — 0,22, ben-
zo(g,h,i)perylen — 0,20 (ug/L), W celu weryfikacji przyjetej metodyki
przygotowania probek i oznaczania ilo§ciowego okre§lono odzyski po-
szczegolnych WWA korzystajac z w/w wzorcowej mieszaniny. Do oceny
statystycznej wynikéw zastosowano test Student-a. Warto$¢ teoretyczng
przyjeto z tablic dla stopni swobody (n-2) 1 poziomu ufnosci 95% [17].
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3. Wyniki badan i dyskusja
3.1 Badania wst¢pne gleby i osadow

Na podstawie wynikow otrzymanych podczas analizy granulome-
trycznej badang glebe mozna zakwalifikowa¢ do gliniastych. Byta to
gleba o zawartosci prochnicy 5,5%, stabo kwasna o niskiej zdolnosci
sorpcyjnej. Odczyn pHgc byt na poziomie 5,0, natomiast w wodzie wy-
nosit 5,6. Zawarto$¢ kationow zasadowych byta duza i siegata 20 me/100
g gleby, a kwasowos$¢ hydrolityczna wynosita 9,0% [15]. W 100 g suchej
masy, ogélna ilos¢ kolonii bakterii byta na poziomie 6,4-10°, 16 -10°
promieniowcoéw oraz 29 -10° grzybow. Wilgotnos¢ gleby wynosita $red-
nio 48%.

Uwodnienie osadow $ciekowych byto na poziomie 80%, a zawar-
to$¢ suchej masy organicznej wynosita 48 g/L. Kwasowos$¢ 1 zasadowos¢
cieczy nadosadowej byly mate odpowiednio 0,9 i 3,6 mval/L, a odczyn
byl na poziomie 7,5. Na podstawie oznaczonych wskaznikéw mozna
stwierdzi¢, ze proces stabilizacji tlenowej w oczyszczalni byt prawidlowo
prowadzony i1 osady byly dobrze ustabilizowane [18].

3.2 Odzysk WWA z badanych materialow

Sredni odzysk standardowej mieszaniny wprowadzonej do kontro-
Inej probki gleby w celu weryfikacji metodyki analitycznej wynosit 87%.
Dla poszczegdlnych weglowodorow wartosci te wahaty si¢ od 47% dla
naftalenu do 102% dla benzofluorantenéw. Dla osadéw $ciekowych od-
zysk WWA $rednio dla sumy 16 zwigzkow wynosit 78%. Roéwniez
i w przypadku osadow najnizsze wartosci odnotowano dla lotnych zwigz-
kéw 2- 1 3-pierScieniowych, natomiast najwieksze dla 5-pier§cioniowych.
Wartosci odzysku pozostawalty w granicach publikowanych przez innych
autorow, ktorzy wyznaczali je dla matryc srodowiskowych o duzym stop-
niu zanieczyszczenia substancjami organicznymi [19, 20].

3.3 WWA w glebie i osadach

W pobranej glebie oraz w osadach pobranych z oczyszczalni
okreslono zawartos¢ WWA. Wyniki tych oznaczen zamieszczono w ta-
beli 1. Na podstawie klasyfikacji gleb podanej przez Panstwowy Inspek-
torat Ochrony Srodowiska, badana glebe mozna zaliczyé do ,,niezanie-
czyszczonych o podwyzszonej zawartosci WWA” [21].
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Zawartos¢ WWA w osadach byta pordéwnywalna z oznaczanymi
we wczesniejszych badaniach oraz publikowanych przez innych autorow
[4, 5, 21]. Sumaryczna ilo$§¢ 16 WWA nie przekraczata 2000 pg/kg.s.m.
W proponowanej zmianie Dyrektywy osadowej suma 11 weglowodoréw
nie powinna przekracza¢ 6000 pug/kg.s.m [7]. Ze wzgledu na to, ze nie
oznaczono benzo(j)fluorantenu, ktory znalazt si¢ na tej liScie, nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, czy osady mozna byloby przeznaczy¢ dla rol-
nictwa.

3.3. Zmiany WWA w mieszaninie gleby z osadami

Zmiany stezenia WWA w osadach biotycznych pogrupowanych
wedtug ilosci pierscieni w czgsteczce przedstawiono na rysunkach 1+4.
Po 1 tygodniu inkubacji gleby zasilonej osadami $ciekowymi sumarycz-
ne stezenie WWA byto $rednio o 43% mniejsze niz poczatkowe. Jednak
ubytki poszczegdlnych weglowodoréow byty zrdéznicowane. Zaobserwo-
wano znaczny ubytek antracenu i fluorantenu (odpowiednio 63% 1 57%).
Po 2 tygodniach przechowywania mieszaniny odnotowano powolne ob-
nizenie st¢zenia badanych weglowodorow, z wyjatkiem fenantrenu.
Oznaczone stezenie tego zwiazku byto 2 krotnie wigksze od poczatko-
wego. W zwigzku z tym stopien usunigcia 3-pierscieniowych WWA nie
byt statystycznie istotny (17%). Sumaryczna zawarto$¢ 16 zwigzkow
byta mniejsza od poczatkowej o 47%. Po kolejnych 7 dobach stezenie 16
WWA w glebie bylo na podobnym poziomie. Odnotowano jednak wigk-
sze od poczatkowego stezenia fenantrenu, fluorantenu i pirenu (rys. 2).
Po zakonczeniu do$wiadczenia stopien ubytku WWA nie przekraczat
28% dla $redniego stezenia sumarycznego 16 analizowanych zwigzkow.
Najwicksze ubytki, siggajace 94% odnotowano dla fluorenu, 83% dla
acenaftenu i1 80% naftalenu co nalezy wigza¢ z ulatnianiem. Te matoczg-
steczkowe zwigzki bowiem charakteryzujg si¢ najwigcksza wartoscig ci-
$nienia par. Straty tych weglowodoréw byty istotne statystycznie. Kon-
cowe stezenie antracenu i fenantrenu bylo na poziomie poczatkowego.
Stezenie tych weglowodorow wahato si¢ podczas trwania eksperymentu.
Swiadczy to o przebiegu procesow rozkladu ztozonych zwiazkow orga-
nicznych z jednoczesnym okresowym powstawaniem tych, ktore ozna-
czano. Nalezy podkresli¢, ze w takiej heterogennej matrycy jaka jest
mieszanina gleby z osadami $ciekowymi (z oczyszczalni do ktorej do-
ptywaja Scieki o zmiennym sktadzie) wystepuje wiele zwiazkdéw orga-
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nicznych o zréznicowanej budowie. Sposrod nich oznaczano jedynie 16
potaczen, co wynika z wytycznych EPA, ktore podaja wybrane weglo-
wodory jako przedstawicieli catej grupy tych potaczen organicznych. Niski
stopien usunigcia, nieistotny statystycznie, odnotowano w przypadku 4-
pierscieniowych potaczen. Stezenie koncowe byto mniejsze od poczatko-
wego o niecale 20%. Znaczng trwato$cig charakteryzowaly si¢ pozostale
weglowodory. Zmiany stezenia mogly by¢ wynikiem ztozonych przemian
abiotycznych (sorpcja, reakcje z innymi sktadnikami) i biologicznych za-
chodzacych jednocze$nie. Mikroorganizmy mogg powodowac rozktad,
wykorzysta¢ te zwigzki do przemian metabolicznych, lecz jednym z wa-
runkéw skutecznos$ci biodegradacji jest odpowiednio dlugi czas inkubacji.
Z drugiej strony weglowodory moga by¢ takze uwalniane po rozpadzie
komorek. W literaturze podaje si¢, ze mogg by¢ w nich gromadzone i po
lizie komorek przedostawac si¢ do $srodowiska [11].
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Rys. 1. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawartosci poczatkowej 2- i 3-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki biotyczne

Fig. 1. Changes of 2- and 3-rings OPAHs (%) in soil and sewage sludge mixture
under biotic conditions
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Rys. 2. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawarto$ci poczatkowej 4-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki biotyczne

Fig. 2. Changes of 4-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture under
biotic conditions
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Rys. 3. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawarto$ci poczatkowej 5-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki biotyczne

Fig. 3. Changes of 5-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture under
biotic conditions
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Rys. 4. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawartosci poczatkowej 6-
pier§cieniowych WWA w glebie z osadami — warunki biotyczne

Fig. 4. Changes of 6-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture under
biotic conditions

Zmiany ilosciowe WWA w mieszaninie gleby z osadami podczas
(w odniesieniu do zawartosci poczatkowej) przechowywania jej przez
4 tygodnie w warunkach abiotycznych przedstawiono graficznie na ry-
sunkach 5+8. Po tygodniu inkubacji najwigksze ubytki dotyczyty 3-
pierScieniowych weglowodorow (66%). W nieznaczacym statystycznie
stopniu zmienily si¢ stezenia pozostalych weglowodoréw. Sumaryczne
stezenie 16 WWA bylo na poziomie zawartosci poczatkowej. Po 2 1 3
tygodniach trwania eksperymentu sumaryczna ilos§¢ WWA mieszaninie
nie ulegla znaczacym zmianom: oznaczone stezenie byto 18+20% mniej-
sze od poczatkowego. Jednak w tym samym czasie odnotowano 50%
straty naftalenu i 72% straty 3-pier§cieniowych weglowodoréw. Stezenia
pozostalych zwigzkéw pozostawaty na poziomie podobnym w odniesie-
niu do poczatkowego. Po 4 tygodniach ubytek sumarycznej ilosci WWA
wynosit $rednio 26%. Straty maloczasteczkowych weglowodorow byty
znaczace (72+76%) co potwierdza mozliwo$¢ ulatniania niezaleznie od
obecno$ci mikroorganizméw. Nie mozna wykluczy¢ jednoczesnego
przebiegu innych przemian abiotycznych, takich jak reakcje z innymi
sktadnikami 1 powstawanie zwigzkow nieanalizowanych podczas badan
oraz mozliwosci silnego sorbowania si¢ WWA na czastkach statych.
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Zmiany procentowe w odniesieniu do zawartosci poczatkowej 2- 1 3-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki abiotyczne

Fig. 5. Changes of 2- and 3-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture
under abiotic conditions
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Rys. 6. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawartosci poczatkowej 4-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki abiotyczne
Fig. 6. Changes of 4-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture under

abiotic conditions
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Rys. 7. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawartosci poczatkowej 5-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki abiotyczne

Fig. 7. Changes of 5-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture under
abiotic conditions
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Rys. 8. Zmiany procentowe w odniesieniu do zawartosci poczatkowej 6-
pierscieniowych WWA w glebie z osadami — warunki abiotyczne

Fig. 8. Changes of 6-rings PAHs (%) in soil and sewage sludge mixture under
abiotic conditions
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4. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan w przyjetych warunkach

z wykorzystaniem pobranych probek gleby i osadow mozna sformutowaé
nastepujace wnioski:

1.

Podczas przechowywania gleby nawozonej osadami przez okres
4 tygodni nastepowaly zmiany stezeh WWA; zréznicowane dla po-
szczeg6lnych zwigzkow.

W obecnos$ci mikroflory (warunki biotyczne) ubytki weglowodoréw
pogrupowanych wedtug ilo$ci pier§cieni w czasteczce wynosily od-
powiednio: naftalen — 79%, 3-pierscieniowe — 48%, 4-pierScieniowe
—19%, 5-pierscieniowe 29%, 6-pierscieniowe — 32%.

Poréwnanie zmian ilosciowych WWA biotycznych i abiotycznych
w glebie zasilonej osadami wskazuje na to, ze podczas eksperymentu
znaczenie przemian biotycznych nie bylo istotne statystycznie. Po
4 tygodniach inkubacji, sumaryczne ste¢zenie WWA w mieszaninach
gleby z osadami byto mniejsze od poczatkowego o 28% 1 0 26% od-
powiednio dla warunkéw biotycznych i abiotycznych.
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Comparison of Biotic and Abiotic Changes of PAHs
in Soil Fertilized with Sewage Sludge

Abstract

The Polish legislation demand control of heavy metals and pathogen

organisms only in sewage sludge to be applied in the agriculture. However, the
presence of toxic organic micropollutants such as PAHs in sewage sludge
should be taken into account. Changes in the concentration of PAHs were ana-
lysed in this study. The digested and dewatered sewage sludge from municipal
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treatment plant and soil from agriculture area were used. The concentration of
the these compounds was analysed in soil samples with added sludges and after
one, two, three and four weeks of incubation of samples, respectively. The sam-
ples under biotic and abiotic conditions were incubated.

16 PAHs according to EPA were determined. The extraction of the or-
ganic solvents were used. For sewage sludge samples mixture of dichloro-
methane and cyclohexane were used. For solid samples and mixture of solid and
sewage sludge samples petrol ether as solvents were used. The extraction in
ultrasonic batch were done. The extracts were separated from samples, purified
on silica gel and concentrated under nitrogen stream. PAHs were determined
using GC-MS. The limit of detection was in the range from 0.14 to 0.59 pg/L.

The sum of 16 PAHs in sewage sludge taken from a municipal treat-
ment plant was in the range of 1584 to 1912 pg/kg.s.m. The content of hydro-
carbons in soil was 218.5 pg/kg.s.m in average. The fluctuation in the concen-
tration of PAHs both in the mixture of soil and sewage sludge under biotic and
abiotic conditions were observed. After four weeks of the experiment in the soil
supplemented with sewage sludge under biotic conditions, the contents of PAHs
was lower than initial concentration of 28%. The final content of PAHs in sam-
ples under abiotic condition was lower than initial content of 26%. The fluctua-
tions in the concentration both in the individual hydrocarbons and of the total
contents were observed.






