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Zastosowanie techniki FTIR i metod chemometrycznych

do oceny procesu biologicznego oczyszczania

Sciekow komunalnych osadem czynnym

Application of the FTIR technique and chemometric methods to evaluate the biological
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Streszczenie

Biologiczny proces osadu czynnego jest najpopularniejszg metodg stosowang w licznych oczyszczalniach $ciekéw, ktéra z
reguty pozwala na uzyskanie wymaganego efektu ekologicznego. Jednakze charakteryzuje si¢ ona réwniez pewna niestabilno-
$cig uzyskiwanych efektéw zalezng od warunkéw i parametréw, na ktére czesciowo eksploatator nie ma wptywu. Dlatego tez
poszukuje sie szybkich technik analitycznych do kontroli i oceny osadu czynnego, ktére w przypadku pojawienia sie nieprawi-
dtowosci w komorach biologicznych pozwolg na podjecie decyzji operacyjnych korygujacych proces, jak réwniez jego optyma-
lizacje. W niniejszym artykule zaprezentowano mozliwos$ci wykorzystania analizy FTIR-DRIFT zawiesiny osadu czynnego pota-
czonej z analizg chemometryczng wybranych parametréw osadu i $ciekdw do oceny procesu oczyszczania na poszczegdlnych
etapach pracy reaktora biologicznego. Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowanie techniki FTIR do szybkiej oceny procesu
biologicznego jest mozliwe, a w potaczeniu z modelowaniem PLS i po odpowiednim skalibrowaniu z wartosciami parametréw
fizyczno-chemicznych moze stanowié¢ element kontrolny w eksploataciji oczyszczalni Sciekdw.
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Abstract

The activated sludge process is the most popular method used in many sewage treatment plants, which usually allows to achie-
ve the required ecological effect. However, it is also characterized by a certain instability of the obtained effects, depending on
conditions and parameters which are partly beyond the operator's influence. Therefore, rapid analytical techniques are being
sought for the control and assessment of activated sludge, which, in the event of irregularities occurring in biological tanks, will
allow operational decisions to be made to correct the process as well as its optimization. This article presents the possibilities
of using FTIR-DRIFT analysis of activated sludge suspension combined with chemometric analysis of selected sludge and
sewage parameters to assess the course of the purification process at various stages of operation of the biological reactor.
The obtained results indicate that the use of the FTIR technique for rapid assessment of a biological process is possible, and
in combination with PLS modeling and after appropriate calibration with physical and chemical parameters, it can constitute a
control element in the operation of sewage treatment plants.

w wielu przypadkach zasygnalizowaé oraz wskaza¢ przyczyny nie-

Osad czynny, jako gléwna metoda biologicznego oczyszczania $cie-
kow komunalnych jest ztozonym uktadem, w ktorym w obecnosci roz-
nych typéw mikroorganizmoéw zachodza procesy fizyczne oraz reakcje
biochemiczne prowadzace do uzyskania wymagane;j jakosci $ciekow
oczyszczonych. Przebieg i efektywno$¢ proceséw biologicznych sg
uzaleznione od wielu zmiennych czynnikoéw i warunkow, ale przede
wszystkim od prawidtowej pracy samego osadu czynnego [13,24].

Racjonalna eksploatacja oczyszczalni $ciekow opiera si¢ na kon-
troli, zardwno elementéw technicznych, jak i technologicznych. Pro-
wadzenie codziennych obserwacji jakosci i ilo$ci odptywu i doptywu
sciekow, kondycji osadu czynnego w reaktorach biologicznych, kon-
trola i analiza warunkéw technologicznych oraz innych parametrow
oczyszczalni $ciekdw stanowig istotny element decyzyjny kazdego
eksploatatora. Stad tez szybka analiza stanu osadu czynnego moze

prawidtowosci w pracy oczyszczalni sciekdéw, w wyniku ktorych moze
nastapi¢ pogorszenie jakosci Sciekow odprowadzanych do odbiornika
[13,16]. Jest to o tyle istotne, ze odpowiedz systemu biologicznego na
zmiany warunkow jest roztozona czasie i nie zawsze eksploatator ma
mozliwo$¢ zaobserwowania na wezesnym etapie negatywnego trendu
pracy osadu czynnego. Moze to prowadzi¢ do rozregulowania ukfadu,
a jego przywrocenie na wlasciwy poziom bedzie wymagalo czasu
i $rodkéw, podczas gdy jakos¢ Sciekow oczyszczonych nie bedzie spel-
niata wyznaczonych wymagan prawnych. Pomoca w kontroli procesu
biologicznego oczyszczania $ciekow sg mozliwosci monitorowania
w systemie on-line w komorach osadu czynnego takich parametrow,
jak: temperatura, st¢zenie tlenu rozpuszczonego, potencjatu redox,
stezenia osadu, czy tez zawarto$ci azotu amonowego oraz azotanowego
(V) 1 ortofosforanow. Jednakze sg to dane, ktore nie odzwierciedlaja
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aktualnie samego stanu osadu czynnego, a jedynie efekty jego pracy.
Podstawowy zakres badan osadu czynnego, stosowany na oczyszczal-
niach $ciekdw, najczgsciej obejmuje: oznaczenia st¢zenia zawiesiny
ogolnej, indeksu objetosciowego osadu (10), opadalnosci osadu oraz
jego uwodnienia [16]. Szersza analiza zawiera¢ moze dodatkowo po-
miary: szybkosci zuzycia tlenu, aktywnosci enzymoéw oddechowych
(TTC) oraz oceny osadu czynnego w obserwacji mikroskopowych
(obejmujace analizy morfologii ktaczkow, ich struktury, ksztattu i wiel-
kosci ktaczkow oraz réznorodnosci biocenozy osadu czynnego). Do-
brze funkcjonujacy osad czynny charakteryzuje si¢ zréznicowanym
i zcownowazonym sktadem mikrobiologicznym. Wszelkie zaburzenia
w proporcjach wybranych grup mikroorganizméw osadu czynnego (np.
rozwoj bakterii nitkowatych) mogg prowadzi¢ do zaburzen w pracy
catego systemu biologicznego. Obserwacje mikroskopowe dostarczaja
réwniez informacji na temat zaleznosci pomigdzy sterowaniem pro-
cesem, biocenozg a parametrami §ciekow oczyszczonych [13,16,28].
Poniewaz efektywno$¢ oczyszczania $ciekow zalezy w duzym stopniu
glownie od sktadu gatunkowego, kondycji osadu czynnego i jego
powierzchni wlasciwej [4,5], coraz cz¢éciej w monitoringu osadu czyn-
nego znajduje zastosowanie cyfrowa analiza obrazu mikroskopowego
wykorzystywana do pomiarow wielkosci i ksztattu aglomeratéw oraz
okreslenia udziatu bakterii nitkowych [18]. Morfologia ktaczkdw, np.
parametry okreslajace strukturg fraktalng i rozmiar ktaczkoéw osadu
czynnego, moga by¢ wykorzystywane do prognozowania zjawiska
puchni¢cia osadu czynnego, czy tez obecnosci substancji toksycz-
nych w $ciekach, ktore wptywaja na rozdrobnienie ktaczkéw oraz
pogorszenie ich sedymentacji, jak réwniez procesu bio—sorpcji [15].
Metody przetwarzania oraz komputerowej analizy obrazu mikrosko-
powego moga by¢ wykorzystywane do charakteryzacji osadu czyn-
nego, m.in. poprzez powiazanie struktury osadu z jego zdolnosciag do
sedymentacji, na ktorg ma wptyw struktura ktaczkéw oraz bakterie
nitkowate. Znaleziono m.in. istotne korelacje pomig¢dzy parametrami
morfologicznymi (np. liczba i dt. nitek) i charakterystyka sedymen-
tacyjng osadu czynnego [12,23]. Obecnie ewolucja technologiczna
1 postepy w obrazowaniu cyfrowym pozwalaja na szybka i wydajna
klasyfikacje oraz oceng iloSciowa mikroorganizmow. Ilosciowa analiza
obrazu (QIA) jest obecnie dobrze ugruntowang procedurg w potaczeniu
z mikroskopia optyczna, nie tylko do monitorowania ktaczkow osadu
czynnego, ale takze do poprawy wydajnosci procesu biologicznego,
poprzez polaczenie z danymi parametrow operacyjnych [24]. Zautoma-
tyzowane analizatory obrazu umozliwiajg identyfikacj¢ do—wolnego
parametru morfologicznego (wielkosci czy ksztattu ktaczkow), ktory
moze zostaé przedstawiony w postaci funkcji udziatéw liczbowych,
powierzchniowych oraz objetosciowych [15].

Obecnie techniki mikroskopowe, potaczone z procedurami bar-
wienia, w tym z uzyciem barwnikow fluorescencyjnych, dostarczaja
duzej ilosci istotnych danych. W ten sposob mozliwe jest uzyskanie
informacji na temat charakterystyki biomasy, jej zywotnosci i sktadu
w czasie zblizonym do rzeczywistego [24]. Wsrdd innych metod sto-
sowanych pod katem szybkiej analizy procesu osadu czynnego i jego
monitorowania on-/ine jest spektroskopia fluorescencyjna z matryca
emisyjna (FF-EEM). Badania przeprowadzone przez autorow [11]
wykazaty, ze fluorescencj¢ probek osadu czynnego (substancje biatko-
podobne, NADH) mozna z powodzeniem scharakteryzowac za pomoca
spektroskopii FF-EEM, uzyskujac wskaznik biomasy i bioaktywnosci
osadu czynnego. W ostatnich latach, rowniez do identyfikacji bakterii
PAO, najczgsciej stosowane sg metody fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH). Moga by¢ one potaczone z technikami cyfrowej analizy
obrazu w celu dokonania ilo§ciowej oceny udziatu PAO w osadzie
czynnym [20].

Rozszerzajacy si¢ zakres technik analitycznych stosowanych do
kontroli procesu oczyszczania $ciekow, dotyczacy charakterystyki
osadu czynnego, ale réwniez parametrow ilo§ciowych i jakoscio-
wych $ciekow, generuje duzg ilos¢ danych, ktore w celu praktycz-
nego wykorzystania w eksploatacji oczyszczalni $ciekéw wymaga-
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ja zastosowania metod matematycznych i zaawansowanych metod
wielowymiarowe;j statystyki [24]. Polaczenie technik analizy osadu
czynnego z technikami chemometrycznymi analizowania danych,
takimi jak np. PCA, PLS oraz sztuczne sieci neuronowe, stwarza
mozliwo$ci w zakresie opracowania systemu wczesnego ostrzegania
przed problemami technologicznymi w pracy oczyszczalni $ciekow
[24,32]. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA Principal Component
Analysis) stuzy do kompresji danych i ekstrakcji informacji, znajdo-
wania kombinacji zmiennych, opisujacych gléwne trendy w danych.
Jej celem jest projekcja przestrzeni wielowymiarowej na niskowy-
miarowa, a przez to znalezienie kluczowych zmiennych systemu [23].
Analiza PCA wykorzystuje bezposrednio informacje z danych, w celu
wyodrebnienia bardziej istotnych informacji i wygenerowania nowych
zmiennych, tzw. glowne sktadowe. Najczestszym zastosowaniem PCA
jest statystyczna kontrola procesu. Pozwala ona m.in. na wykrywanie
zaktdcen w systemie oczyszczania $ciekow, wykrywanie standow po-
zostajacych poza kontrolg i diagnozowanie zaktocen wptywajacych na
prawidlowos$¢ procesu, a takze do analizy pracy oczyszczalni Sciekow
z osadem czynnym [33]. Analiz¢ PCA mozna réwniez zastosowaé do
identyfikacji pgcznienia nitkowatego, tworzenia struktury ktaczkow
typu pin point, czy tez pgcznienia zooglealnego, poprzez zintegrowa-
nie parametrOw operacyjnych procesu osadu czynnego w warunkach
normalnych i podczas réznych nieprawidtowosci (np. pecznienie nit-
kowate) z analiza obrazu [23].

Inna szeroko stosowana prognostyczna wielowymiarowa tech-
nika statystyczna, szczegélnie przydatna do przewidywania zestawu
parametréw na podstawie duzego zestawu zmiennych niezaleznych to
PLS, czyli czgsciowa regresja najmniejszych kwadratow (PLS - Partial
Least Squares Regression) [24]. Badania wykazaty, ze PLS pozwala
przewidzie¢ pogorszenie wlasciwosci osadu w zakresie sedymenta-
¢ji 1 zmian indeksu osadu SVI w oczyszczalniach $ciekow, podczas
puchniecia nitkowatego przy uzyciu wylacznie informacji z analizy
obrazu [2,26]. Modele PLS stosowano réowniez do oszacowania pa-
rametréw operacyjnych, przy uzyciu spektroskopii UV-vis i bliskiej
podczerwieni w systemie osadu czynnego [19,30]. Obecnie powszech-
nie stosuje si¢ rowniez kombinacjg réznych wielowymiarowych metod
statystycznych. Do obrobki duzej ilosci danych morfologicznych,
fizjologicznych i operacyjnych, odzwierciedlajacych dzialanie systemu
osadu czynnego w réznych warunkach eksperymentalnych w pracy
Mesquity [25] wykorzystano PCA 1 PLS, integrujac parametry analizy
obrazu, sktadu biomasy wraz z parametrami operacyjnymi. Potencjat
PCA zostat zbadany w celu identyfikacji kazdego stanu, a nastgpnie
wykorzystano PLS do przewidzenia wybranych parametréw, uzyskujac
metodg szybkiego monitorowania systemow osadu czynnego.

Potaczenie narzedzi chemometrycznych do monitorowania i kon-
troli procesu oczyszczania $ciekow z metodami spektroskopowymi
moze stanowi¢ szybkie zrodto informacji dla eksploatatora o stanie
procesu w dowolnym czasie i momencie. W ostatnich latach obser-
wuje si¢ rosngce zainteresowanie mozliwos$cig wykorzystania zakresu
bliskiej podczerwieni NIR (Near-Infrared Spectroscopy) do celow
diagnostycznych w czasie rzeczywistym. Technika podczerwieni
z transformacja Fouriera (FTIR Fourier Transform Infrared Spectro-
scopy) jest nieniszczaca technika instrumentalna, ktora polega na prze-
chwytywaniu widm substancji chemicznych w zakresie dlugosci fal
podczerwonych i pozwala na identyfikacj¢ grup funkcyjnych, zaréwno
prostych jak i ztozonych struktur organicznych, a nawet szacowania
ich stezenia [34]. Metoda umozliwia ciagte monitorowanie osadu
czynnego lub sktadu $ciekéw doptywajacych do oczyszczalni $ciekow,
w ramach systemu wczesnego ostrzegania [14]. Widma FTIR nabieraja
réwniez nowego znaczenia badawczego dzigki wielowymiarowym
metodom przetwarzania danych, takich jak np. PCA [17]. Przyktadowe
badania w tym zakresie zastosowano do monitorowania procesu osadu
czynnego za pomoca sond zanurzeniowych, potaczonych swiattowoda-
mi z odpowiednimi analizatorami ChZT, N-NO; i TSS, wykorzystujac
spektroskopie w zakresie widzialnym UV i NIR. W celu skorelowa-
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nia uzyskanych widm z monitorowanymi parametrami zastosowano
PLS, jako technike regresji [30]. Badania te wykazaty, ze oba zakresy
spektroskopowe mozna wykorzysta¢ w praktyce do przewidywania
kluczowych parametréw procesu w monitoringu on-line/in situ uktadu
biologicznego, eliminujac potrzebe pobierania probek i ich analizy
offline [30]. W innych badaniach wykorzystano spektroskopi¢ FTIR do
szybkiej identyfikacji bakterii Acinetobacter oraz rozrdéznienia znanych
gatunkow genomowych i nieznanych szczepow [35], a inne badania
[14] wykazatly przydatno$¢ tej metody do oceny sktadu chemicznego
osadu czynnego, jego zmian, a takze identyfikacji glownych sktadni-
kow. W badaniach wykorzystano technike rozproszonej transformacji
Fouriera w zakresie odbicia rozproszonego (FTIR-DRIFT) dla probek
osadu czynnego poddanych procesowi liofilizacji oraz homogenizacji.
W otrzymanych widmach osadu czynnego zidentyfikowano wiazania
absorpcyjne, charakterystyczne dla amidow, peptydow, weglowo-
danow, thuszezow i1 alifatycznych. Uzyskany profil widmowy osadu
z reaktora, zasilanego $ciekami ropopochodnymi ,nieznacznie réznit
si¢ od widma kontrolnej probki, a intensywno$¢ pasm w obszarze
charakterystycznym dla zwigzkow alifatycznych i fenoli byta wyraznie
wieksza [14].

Obserwowany wzrost mozliwosci szerszego wykorzystania szyb-
kich technik spektroskopii do analizy pracy oczyszczalni sciekow
moze stanowi¢ w niedalekiej przysztosci dodatkowe uzyteczne na-
rzedzie w kontroli i optymalizacji procesu biologicznego. Dlatego
tez glownym celem artykutu jest przedstawienie mozliwosci wyko-
rzystania techniki FTIR-DRIFT, jako optycznego ,.fingerprints” w po-
faczeniu z metodami chemometrycznymi do szybkiej oceny zmian
zachodzacych w osadzie czynnym na poszczegolnych etapach procesu
biologicznego oczyszczania $ciekow.

Metodyka badan

Pobér i analiza prébek osadu czynnego

Probki zawiesiny osadu czynnego pobrano z czgsci biologicznej
miejskiej oczyszczalni $ciekow Jamno w Koszalinie. Obiekt pracuje
w systemie mechaniczno-biologicznym z chemicznym wspomaganiem
procesu oczyszczania sciekow. Proces wysokoefektywnego usuwania
azotu i fosforu odbywa si¢ w uktadzie komor beztlenowych, anoksycz-
nych oraz tlenowych (zmodyfikowany A20) zgodnie z ponizszym
schematem (rys.1). Probki pobrano z najbardziej charakterystycznych
miejsc uktadu: z komory beztlenowej (1), komory denitryfikacji (2),
ostatniej komory przed osadnikiem wtérnym (3) oraz z pompowni
osadu recyrkulowanego (4). Poboru dokonano dwukrotnie w odstepie
dwutygodniowym (seria A i B).

Podstawowe analizy pobranych probek wykonano bezposrednio po
przywiezieniu do laboratorium: pH, przewodno$¢ wlasciwa (handylab
pH11 Schott oraz multifunction meter typ CX-505 Elmetron), st¢ze-
nie osadu, indeks obj¢tosciowy osadu 10O, czas ssania kapilarnego
(CST-meter Type CST-MO02, Envolab), predko$¢ poboru tlenu oraz
stezenie ortofosforanow i azotu amonowego w filtracie po przesacze-
niu przez saczki srednie (metoda kolorymetryczna z molibdenianem
amonu oraz bezposredniej Nessleryzacji, pomiar UV-VIS DR 5000
spectrophotometer (HACH Lange).

Scieki surowe

Recyrkulacja wewnetrzna
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Pompownia osadu

Pomiar widm FTIR

Widma FTIR zostaly zarejestrowane za pomoca spektrofotometru
Schimadzu IRAffinity-1S, wyposazonego w przystawke¢ ATR, wyko-
rzystujaca zjawisko ostabionego catkowitego odbicia promieniowania.
W kazdej z dwoch serii: A i B, w czterech miejscach uktadu techno-
logicznego, pobrano trzy niezalezne probki badawcze, ktére poddano
nastgpnie analizie metoda spektralng. Widmo poszczegodlnej probki
zawiesiny osadu czynnego (rys. 2A-B), jest usrednionym widmem
uzyskanym na podstawie 60. niezaleznych skanow w zakresie dtugosci
fali 4000-600 cm-1 i przy rozdzielczo$ci 4 cm™.

Analiz¢ widma FTIR osadu czynnego przeprowadzono w pierwot-
nej zawiesinie, bez preparowania probki, w takim stanie, w jakim zo-
stata ona bezposrednio pobrana z reaktora biologicznego oczyszczalni
sciekow. Uzyskane surowe widma poddano obrobce wstepnej. Jako
glowna technike pre-processingu zastosowano normalizacj¢ wskaznika
Z-score, ktora odnosi si¢ do procesu normalizacji kazdej wartosci
w zbiorze danych w taki sposob, ze srednia wszystkich wartosci wyno-
si 0, a odchylenie standardowe wynosi 1. Wykonujac normalizacje, dla
kazdej wartoéci w zbiorze danych zastosowano nastgpujacy wzor (1):

NOWA WARTOSC = (R — p)/c 1)

gdzie:

R - warto$¢ oryginalna,

W - $rednia danych,

6 - odchylenie standardowe danych/

W kolejnym kroku widma FTIR pozbawiono szuméw zgodnie
z algorytmem Savitzky i Golay [9].

Analiza statystyczna

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano analiz¢ gtoéwnych
sktadowych (PCA), ktora wykonano dla uzyskanych w trakcie badan
parametréw fizyko-chemicznych osadu czynnego i Sciekow oraz dla
usrednionych widm FTIR osadu czynnego. Do analizy ilosciowej
zastosowana zostata metoda regresji czastkowych najmniejszych
kwadratow (PLS), w ktorej zbior zmiennych niezaleznych X stano-
wily §rednie wartosci absorbancji probek zawiesiny osadu czynnego
w zakresie FTIR 4000-600 cm™!, za$ zbidr zmiennych zaleznych Y
stanowily wybrane parametry fizyko-chemiczne, charakteryzujace
wlasciwosci poszczegolnych probek. Celem zastosowania tej metody
byto uzyskanie modelu kalibracyjnego, ktéry umozliwia korelacje
informacji zawartych w widmach z jedng lub kilkoma cechami fizycz-
no-chemicznymi probki. Skutecznos¢ zastosowanej techniki predykeji
oceniono za pomocg warto$ci wspotczynnika determinacji (R?) oraz
pierwiastka btedu $redniokwadratowego (RMSE), obliczonych zgod-
nie z rownaniem (2) i (3). Te dwa parametry sa wykorzystywane na
etapach kalibracji i testowania. Lepszy model powinien dawaé wyzsza
warto$é wspotczynnika R? i nizszg warto§¢ RMSE. Wspotczynnik
determinacji (R?) jest stosunkiem sumy kwadratow odchylen regresyj-
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denitryfikacji, KN- komora nitryfikacji)
Fig.1. Diagram of the biological
sewage treatment system for the
Koszalin city with collection points
(Designations: KPD - predenitrifica-
tion, KB — anaerobic defosfatation,
KD - denitrification, KN - nitrification)
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nych (SSR) do catkowitej sumy kwadratow (SST). Pierwiastek z bigdu
sredniokwadratowego (RMSE) jest pierwiastkiem sumy kwadratow
btedéw (SSE) do iloéci danych (n). Dodatkowo walidacje uzyska-
nych modeli kalibracyjnych oszacowano uzywajac parametr RPD
(ang. Ratio of Performance to Deviation), ktory obliczono zgodnie
zroéwnaniem (4). Wartosci RPD < 3 wskazuja na staba jako$¢ modelu
kalibracyjnych, RPD > 3 wskazuja, ze model moze by¢ wykorzystany
do badan jakosciowych, RPD > 8 wskazuja na bardzo dobra zdolnosé¢
przewidywania modelu [10].

2 _ S5R
T sst @
RMSE = [>E G)
n
1
RPD =7e 0

Wyniki badan

Przeprowadzony wybor punktéw poboru probek umozliwit uzy-
skanie materiatu, ktory powinien charakteryzowac si¢ zmiennoscia,
mozliwa do uchwycenia w technice FTIR. Niektorzy badacze wska-
zuja na problemy w analizie probek zawierajacych wodg, ktora ma
duzy wptyw na widma w podczerwieni, maskujgc pewne cechy
widmowe [30]. Mimo tego autorzy artykutu postawili tutaj przede
wszystkim na szybkos$¢ i tatwo$é poboru oraz analizy probek za-
wiesinowych z komor biologicznych, bez wczesniejszej preparacji.
Przeprowadzona analiza zawiesiny osadu czynnego technika FTIR
dla poszczegdlnych punktow poboru (w dwdch seriach) umozliwita
uzyskanie charakterystycznych widm (rys. 2A-B). Obie serie (A i B)
wykazuja wysokie podobienstwo przebiegu widm dla réwnolegtych
probek, natomiast widoczne sa rdznice pomigdzy poszczegdlnymi
punktami. Uzyskane piki widm charakteryzuja si¢ w obu seriach
wzrostem warto$ci absorbancji (od probki 1 do 4), jak roéwniez
pojawiajacymi si¢ szumami szczego6lnie w zakresie dlugosci fali

1300-1800 cm™!, ktére mogg $wiadczyé o rdznicach miedzy po-
szczegolnymi probkami wykrywanymi przez FTIR.

Roéznice te wynikaja z tego, ze na roznych etapach oczyszczania
biologicznego $ciekdéw, poszczegdlne procesy jednostkowe zacho-
dza ze zmienng dynamika, réznicujgc charakterystyke jakosciows,
zarowno $ciekow, jak i osadu czynnego. Sa one realizowane przy
udziale réznych populacji mikroorganizmoéw, ktére uaktywniaja sie
pod wptywem zmiany warunkow srodowiskowych — rodzaju i st¢zenia
substratu, obcigzenia osadu, czy ilosci rozpuszczonego tlenu i ktore
moga oddziatywac na stosunki ilosciowe miedzy poszczegdlnymi gru-
pami mikroorganizmow, a w efekcie rowniez na morfologie ktaczkow
osadu czynnego, majaca wptyw na efekt oczyszczania $ciekow [3].
Stan fizjologiczny bakterii podlega wyraznym zmianom, przezywa-
jac fazy obfitosci (gromadzenie wewnatrzkomorkowych zapasow ze
sciekow surowych, adsorpcja substancji rozpuszczonych i czasteczek
koloidalnych na powierzchni ktaczkow, czy tez wiazanie rozcienczo-
nych substratow w kolejnych fazach bioreaktora) i braku pokarmu
(w koncowym etapie procesu oczyszczania). Rownolegle nastepuja
réwniez zmiany w jakosci §ciekow, ktore ulegaja oczyszczaniu w wy-
niku procesow biologicznych i biochemicznych [7]. Uzyskane widma
umozliwiajg rowniez ogdlng interpretacje charakterystyki jakosciowej
probek w zakresie wybranych grup funkcyjnych obecnych w zawiesi-
nie osadu czynnego. Szerokie pasmo absorpcji zarejestrowane w zakre-
sie 3700-3000 cm’!, przypisywane jest drganiom rozciagajagcym wigzan
O-H obecnych w polialkoholach i polisacharydach [29]. Szeroki pik
z maksimum przy 3341 cm’! jest réwniez czesto przypisywany drga-
niom mig¢dzy- oraz wewnatrzczasteczkowym wigzan wodorowych
[27,31]. Wibracje w zakresie liczby falowej miedzy 1750 a 1580 cm’!
sg prawdopodobnie zwigzane z obecnoscig drugorzedowych struktur
grupy amidowe;j I i II biatka. Absorbancje przy 1634 cm™, przypisuje
si¢ czgsto produktom rozpadu biatek i polisacharydow [6,22]. Pik
zaobserwowany przy dtugosci 1558 ¢cm™! mozna przypisa¢ drganiom
rozciagajacym wigzan C=C. Mate pasma absorpcji przy 1500-1250
cm-1 moga natomiast sugerowa¢ obecnos$¢ asymetrycznych drgan
rozciaggajacych charakterystycznych dla wigzan C-H, C-C lub C-O [1].
Widma FTIR oczywiscie nie daja bezposredniej informacji o stanie

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
T T T T T T ! ' T v T ' ! ' L I .
0,297 | —— A4l 0291 B4 K

53 93”_ /] 0194 | /1 Rys. 24-B. widma FTIR
! I /N /| /’ \ \ 'a" probek osadu czynnego
0,099 | }; \ \ . / 4 ogerf ¥ \ ﬂ“ /- pobranych z poszczegdl-
F i L o ‘_‘mf N j — nych etapéw biologiczne-
0,000 - . v _. = ‘ . . 4 0,000 F L . L T go oczyszczania Sciekow
- - ) komunalnych (w zakre-
0,294 | — A3[R 0285 | B3/M  sach liczby falowej 4000-
I i /] 600 cm-1) po normalizacji
& 0,196 r 7\ . 0,190 I ] metoda Z-score, mierzone
o L 1 ] B o My / w technice odbicia. Ozna-
£ 0,008 [ ¢ _ J.l u‘“ | M ‘f"’ ’;! 'Ju,‘,. czenia: Al, A2, A3, A4 -
L2 0,000 | ~ ; st ¥ 4 0,000 S | 1 | - 'I‘* ! | - prébki zawiesiny osadu
o PR . E— —l - + - - czynnego z punktéw po-
8 o285 A2lH 02731 B2/ 4 boru nr 1-4 (seria A), BI,

<L F 1 B2, B3, B4 — seria B
0,190 |- 1 o182 1 Fig 248 FTIR spec
0095: 4 ] 0001 | 1 tra of activated sludge
' L | | ! samples from municipal
0.000 L - 4 o000 F"" i sewage biological treat-
’ 1 1 I 1 — L L  — . . ment points (in the wave
0,276 — A1/ H 0273} —B1H number ranges 4000-600
F . /1 ~ / cm-1) after normalization
0,184 | / \ Jq 0182 JRY /] with the Z-score method,
r /N /o A . measured using the re-
0.092»— / f“. / " 0,091 - / \ ‘f".% J T flectance technique. AT,
0.000 —~ ~— S e 1 0000 [ — T 1 A2 A3 A4-samples of ac-
! I L L 1 I 1 — L L L L L tivated sludge suspension
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 from collection points no.

Wavenumber (cm™)

GAZ, WODA | TECHNIKA SANITARNA = STYCZEN 2024

1-4 (A series), B1, B2, B3,

Wavenumber (cm™) B4 - B series

35



osadu lub poziomie oczyszczenia $ciekow, ale uchwycone zmienne
moga przy odpowiedniej kalibracji umozliwi¢ uzyskanie danych o wy-
stepujacych roznicach, sygnalizujacych nieprawidtowosci w procesie
biologicznym. W tym tez celu przeprowadzono analizg statystycz-
ng PCA dla uzyskanych widm FTIR poszczegdlnych probek osadu
czynnego.

Analiza PCA widm FTIR badanych probek osadu czynnego

Celem zastosowanej metody gtéwnych sktadowych PCA byta proba
klasyfikacji analizowanych probek pod wzgledem ich ewentualnych
podobienstw lub réznic. Analizy dokonano na podstawie macierzy ko-
relacji. Ilo$¢ sktadowych gtéwnych, charakteryzujacych zestaw danych
zastosowanych w analizie, okreslono przy uzyciu kryterium Keisera,
wedltug ktorego tylko czynniki z warto$ciami wlasnymi wigkszymi niz
1 nalezy zachowa¢. Wyniki analizy ujawnily, ze wszystkie warto$ci
widma przekazuja wazne informacje i moga znaczaco przyczynic
si¢ do dalszej klasyfikacji analizowanych obiektow. Podczas analizy
PCA widm FTIR (4000-600 cm™) pierwsza i druga sktadowa gtéwna
opisaty acznie 79,39% catkowitej zmiennosci (odpowiednio: PC1-
71,32% i PC2-8,06%). Aby okresli¢ ewentualne podobienstwa po-
miedzy probkami, sporzadzono wykres obserwacji (rys.3), na ktorym
przedstawiono potozenie zmiennych grupujacych w nowym ukladzie
wspotrzednych, zdefiniowanym przez wyznaczone w trakcie analizy
sktadowe PC1 oraz PC2. Miara podobienistwa w trakcie graficznej
interpretacji wynikow byta odleglo$¢ euklidesowa.

Analiza wykresu obserwacji (rys.3) wskazuje na istnienie czterech
niezaleznych zbioréw przypadkow (punkty poboru). Uzyskane wyniki
sugeruja, ze probki osadu czynnego w poszczegolnych etapach pro-
wadzonego procesu oczyszczania Sciekow roznia si¢ miedzy sobg pod
wzgledem strukturalnym, czyli wykazuja cechy charakterystyczne dla
kazdego etapu biologicznego oczyszczania $ciekow. Najwieksza roz-
pietos¢ pomiedzy wykonanymi seriami analiz (A i B) zaobserwowano
dla punktu poboru 2, wskazujac na mozliwosci duzej zmiennosci pracy
pierwszej komory denitryfikacji. Charakteryzuje si¢ ona mianowicie
duza dynamika zachodzacych procesow bedacych efektem recyrku-
lacji wewnetrznej Sciekow i osadu czynnego z komory nitryfikacji.
Charakterystyke osadu czynnego oraz odzwierciedlajace zachodzace
procesy biochemiczne zmiany parametrow jakosciowe $ciekow w po-
szczeg6lnych punktach poboru przedstawiono w tab.1.

Wykres obserwacji (PC1 - PC2: 79,39 %)
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Analizy fizyczno-chemiczne probek

W badaniach przyj¢to w analizie $ciekdw stezenie ortofosfora-
noéw oraz azotu amonowego, jako charakterystycznych parametrow
o duzej zmiennosci ilosciowej na kolejnych etapach oczyszczania
sciekow, dodatkowo mierzono przewodnos¢ wlasciwa oraz pH. Okre-
$lono podstawowe parametry osadu czynnego, czyli jego ste¢zenie,
indeks objgtosciowy, czas ssania kapilarnego, a takze wyznaczono
predkos¢ poboru tlenu (ocena aktywnosci oddechowej), stuzacych do
oceny charakterystyki oraz stanu osadu, od ktorego zalezy prawidtowy
przebieg procesow biochemicznych zachodzacych w biomasie osadu
czynnego [8].

Tabela 1. Wartosci $rednie parametrow probek zawiesiny osadu czynnego z po-
szczegdlnych punktéw poboru dla dwéch serii (A i B)

Table1. Average values of samples parameters from collection points for two
series (A and B)

Seria A - Prébki nr Seria B - Prébki nr

Parametry
Al A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4

Zawiesina
pH 670 681 691 674 683 687 682 674
Przewodnos¢ wt. 1,312 1,079 1,044 1131 1469 1292 1210 1,332
mS/cm
CSK, $/Qosadu 314 322 28 25 252 220 224 157
Stezenie osadu, g/l 657 589 602 1333 675 776 708 1845
DSVI, g/cm?® 228 214 219 137 225 196 189 101
JPPT, mg0,/g-h 166 188 151 122 198 179 222 94
Przesacz
Ortofosforany, 6281 010 013 145 3090 008 011 098
mgPO,/I
Azot amonowy, 3157 1041 452 356 2493 539 005 051
mgN/I

W pierwszym punkcie poboru (pkt.1) w warunkach beztlenowych
osad ,przy wysokim obcigzeniu substancjami organicznymi, realizuje
proces I etapu defosfatacji, w ktorym glowny udzial majg bakterie

Rys.3. Wykres obserwacji. Projekcja pro-

bek osadu czynnego na przestrzen zdefi-
— niowang przez sktadowe gtéwne PC1i PC2
g na podstawie analizy widm FTIR. Ozna-
== czenia: A1, A2, A3, A4 — probki zawiesiny
osadu czynnego z punktow poboru nr 1-4
(seria A), B1, B2, B3, B4 — seria B
Fig.3. Observation diagram. Projection of
activated sludge samples onto the space
defined by the main components PC1 and
PC2 based on the analysis of FTIR spec-
tra. A1, A2, A3, A4 - samples of activated
sludge suspension from collection points
no. 1-4 (series A), B1, B2, B3, B4 - series B
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PAO, ktore pobieraja tatworozktadalne zwigzki organiczne, uwalnia-
jac ortofosforany z wiazan energetycznych (wzrost stezenia PO,-P).
Ten poczatkowy etap oczyszczania $ciekéw charakteryzuje adsorpcja
substancji rozpuszczonych i czasteczek koloidalnych na powierzchni
ktaczkow, ktore sg bezposrednio asymilowane przez bakterie lub hy-
drolizowane enzymatycznie. Materia organiczna przeksztatcana jest
biochemicznie w materiat komorkowy oraz przytaczane sa czasteczki
koloidalne przez przyrastajaca biomase¢ (obserwowane wyzsze war-
tosci SVI). Struktura ktaczkoéw moze by¢ cecha charakterystyczna
oddajaca warunki operacyjne osadu czynnego, jak rowniez przemia-
ny wewnatrzkomérkowe. Ktaczki osadu czynnego, ich wtasciwosci
fizyczne maja istotny wptyw na transport substratu do wnetrza skupisk,
flokulacje mikroorganizméw oraz efektywnos¢ separacji w osadni-
kach. Znaczna ilo§¢ substratow wptywa na wzrost i rozmnazanie si¢
organizmow [3]. W kolejnym punkcie (nr 2) dominujagcym proce-
sem jest denitryfikacja oraz defosfatacja denitryfikacyjna, efektywnie
zmniejszajaca stezenie ortofosforanow. W warunkach anoksycznych
warunki sg do$§¢ zrdéznicowane, gdyz oprocz osadu czynnego z ko-
mory beztlenowej doplywa duza ilo$¢ osadu z komory nitryfikacji.
Punkt poboru nr 3 jest dos¢ specyficzny, poniewaz jest ostatnim eta-
pem oczyszczania biologicznego $ciekow (przed separacja Sciekow
oczyszczonych w osadniku wtornym), ale w warunkach denitryfikacji
koncowej. Eksploatator przeprowadzit skuteczng modyfikacje systemu
oczyszczania biologicznego poprzez zastapienie komory nitryfikacji
komorg anoksyczna, co pozwolito na uzyskanie wigkszej stabilnosci
usuwania azotu ze $ciekow, jak rowniez zmniejszenie intensywnosci
recyrkulacji wewnetrznej [21]. Punkt nr 4 to komora recyrkulacji
zewngtrznej osadu czynnego z osadnika wtornego na poczatek uktadu
biologicznego (komora predenitryfikacji). Osad zaggszczony z komory
osadowej osadnika wtornego (ponad 2-krotnie wyzsze stezenie w sto-
sunku do mierzonego w reaktorach) stanowi state zasilenie uktadu
biologicznego w osad czynny i utrzymanie wymaganego st¢zenia
biomasy w reaktorze. Punkt ten znacznie odbiega od pozostatych
w zakresie zachodzacych procesOw, nie jest on elementem ciagu
oczyszczania $ciekow, ale jest to element bardziej techniczno-tech-
nologiczny w pracy oczyszczalni $ciekow. Jednakze umieszczenie
go w analizach pozwala na okreslenie przydatnosci techniki FTIR
i mozliwos$ci wyraznego odrdznienia od pozostatych probek, co zostato
w analizach potwierdzone.

Wykres obserwacji (PC1 - PC2: 81,57 %)
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Uzyskane wartos$ci poszczegolnych parametrow dla probek $cie-
kow i osadu czynnego z dwoch serii wskazuja na charakterystyczne
wielkosci dla danego etapu oczyszczania sciekdw, ale takze na roznice
pomigdzy wynikami obu serii. To jest wtasnie obserwowalny element
pracy biologicznej oczyszczalni $ciekow, ktory stwarza eksploatatorom
warunki niepewnosci technologicznej, gdyz zmiana jakosci $ciekow,
temperatury, opady, awarie techniczne beda miaty wptyw na warunki
1 efektywno$¢ poszczegodlnych procesow realizowanych przez zywe
mikroorganizmy, a wigc nie w petni kontrolowane.

Przeprowadzona analiza PCA powyzszych wynikow miata na celu
poréwnanie probek osadu czynnego pod wzgledem danych uzyskanych
w trakcie badan fizyczno-chemicznych. Kryterium réznicujacym byty
wybrane paramenty zamieszczone w tab.2. Pierwsza i druga sktadowa
gtéwna (PC1 1 PC2) opisywaty tacznie 81,57% catkowitej zmiennosci
(odpowiednio 57,05 % 124,52 %), jak pokazano na rys.4. W tym przy-
padku réwniez okreslono na wykresie cztery zgrupowania punktow
odpowiadajace probkom osadu czynnego na poszczegdlnych etapach
oczyszczania $ciekow. Pierwsze trzy probki osadu czynnego (nr 1-3)
réznily si¢ nieznacznie od siebie wzgledem sktadowej PC1. Wynika to
z faktu, Ze stanowia one podstawowy ciag biologicznego oczyszczania
sciekow nastepujacych po sobie proceséw, w porownaniu do probki
4, bedaca komorg recyrkulacji osadu. Jednak sktadowa PC2 wykazata
podobienstwo pod wzgledem charakterystyki fizyczno-chemicznej
jedynie dla probki nr 2 i 3. Wynika z tego, ze punkt poboru 1, ktory
stanowi komora defosfatacji na poczatku uktadu biologicznego stanowi
charakterystyczny etap zachodzacych procesow.

Wyniki powyzszej analizy wraz z wezesniejszymi danymi z widma
FTIR potwierdzaja roznice w jakosci osadu czynnego oraz $ciekow na
poszczegodlnych etapach ich biologicznego oczyszczania, ktore mozna
wykorzysta¢ do kontrolowania i prognozowania procesu oczyszczania
sciekow.

Model regresji PLS

Zbiezne odpowiedzi analizy PCA, jakie uzyskano dla parametrow
fizyczno-chemicznej analizy zawiesiny osadu czynnego i $ciekow
oraz dla ich widm spektralnych w zakresie FTIR sklonity autorow
artykutu do proby opracowania modeli predykcyjnych. Moglyby
by¢ one w przyszlosci pomocne w szybkim monitoringu i ocenie
osadu czynnego w reaktorach biologicznych przy pomocy analizy

Rys.4. Wykres obserwacji. Projekcja pro-
bek osadu czynnego na przestrzeri zdefi-
niowanga przez sktadowe gtéwne PC1 i PC2
na podstawie analizy parametréw fizyko-
-chemicznych sciekéw i osadu czynnego.
Oznaczenia: A1, A2, A3, A4 — probki zawie-
siny osadu czynnego z punktéw poboru nr
1-4 (seria A), B1, B2, B3, B4 — seria B

Fig.4. Observation diagram. Projection of
activated sludge samples onto the space
defined by the main components PC1
and PC2 based on the analysis of physi-
co-chemical parameters of sewage and
activated sludge. A1, A2, A3, A4 - samples
of activated sludge suspension from col-
lection points no. 1-4 (series A), B1, B2, B3,
B4 - series B
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spektralnej FTIR na oczyszczalniach $ciekdéw i by¢ alternatywa
lub technika wspomagajaca dla wykonywanych czasochtonnych
badan fizyczno-chemicznych, stanowigc dodatkowe narzedzie
dla eksploatatora do oceny prawidtowosci przebiegu procesu
oczyszczania $ciekow.

W tym celu zastosowano analizg regresji PLS. Zmiennymi ob-
jasnianymi byly wybrane parametry, charakterystyczne dla proce-
su biologicznego oczyszczania $ciekow, tj. stezenie osadu, azotu
amonowego oraz ortofosforanow, ktore w trakcie analizy PCA
osiagnety najwyzsze warto$ci wspotczynnikow korelacji wzgle-
dem sktadowych gtownych (wspotczynnik korelacji wzgledem
pierwszej sktadowej PC1 wyniost dla stezenia osadu oraz azotu
amonowego odpowiednio -0,9291 i 0,7053, wspotczynnik korela-
cji wzgledem drugiej sktadowej PC2 dla ortofosforanow wyniost
0,8073). Zmiennymi objasniajagcymi byly widma zmierzone w ca-
tym zakresie spektralnym (4000-600 cm™). Dla podanych powyzej
parametrow fizyczno-chemicznych udato si¢ rozwina¢ potencjalnie
przydatne modele kalibracyjne w oparciu o przeksztalcone widma
FTIR. Niskie wartosci RMSE, ktére wyniosty odpowiednio 0,49,
0,1713,1 dla stezenia osadu, azotu amonowego oraz ortofosforanow
$wiadczg o dobrej zdolnosci przewidywania (tab. 2).

Tabela 2. Wyniki analizy regresji PLS dla uzyskanych modeli okreslajacych
poszczego6lne parametry fizyczno-chemiczne w analizowanych prébkach
zawiesiny osadu czynnego

Table 2. Results of PLS regression analysis for the obtained models determin-
ing individual physico-chemical parameters in the analyzed activated sludge

samples
Parametry Zakres Liczba Odchylenie R2 RMSE RPD
widma  widm
[em-1]
Stezenie osadu  4000-600 160 1,4028 09862 049598 84
Stezenie azotu  4000-600 160 0,5083 09997 01797 10
amonowego
Stezenie 4000-600 160 8,7879 09794 31070 69
ortofosforanéw

Rozwinigte modele predykcyjne pozwolity na doktadne osza-
cowanie zawarto$ci azotu amonowego, ortofosforanow oraz steze-
nia osadu w probkach uzytych do kalibracji (rys.SA-C). WartoSci
wspotczynnika regresji dla modeli uzyskanych dla w.w. parame-
trow wyniosty odpowiednio 0,98, 099, oraz 0,97. Réwniez wszyst-
kie uzyskane wartosci parametru RPD przekroczyty poziom 6, co
$wiadczy o bardzo dobrej zdolnos$ci przewidywania uzyskanych
modeli.

Whioski

Uzyskane podczas badan widma FTIR oprocz ogoélnej cha-
rakterystyki chemicznej badanych probek osadu czynnego, sa
w stanie dostarczy¢ rowniez wystarczajacych informacji o samych
zmianach zachodzacych w nim podczas poszczegdlnych etapow
procesu biologicznego oczyszczania §ciekow. Badania ukazaty,
ze informacje te uzyskane w postaci widm w zakresie FTIR wraz
z chemometryczng analiza danych moga by¢ wykorzystywane jako
narzedzie do szybkiego oznaczania parametrow fizykochemicz-
nych, tj. stezenie osadu, azotu amonowego czy ortofosforanéw
podczas oczyszczania $ciekow bez preparacji czy specjalnego
przygotowania probki. Zastosowana w badaniach technika FTIR-
-DRIFT jest metoda nieinwazyjna i stosunkowo tanig, ktéra mozna
analizowa¢ probki bezposrednio pobrane z reaktora biologicznego,
uzyskujac natychmiastowy wynik. Nie wymaga ona rowniez stoso-
wania drogich odczynnikéw chemicznych, dzigki czemu nie gene-
ruje zadnych powaznych kosztow, ani klopotliwych chemicznych
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Rys.5A-C. Kalibracja modeli predykcyjnych do oznaczania steZenia azotu amonowe-
go (A), ortofosforanéw (B) oraz stezenia osadu (C) w punktach poboru prébek
Fig.5A-C. Calibration of predictive models for determining of ammonium nitrogen (A),
orthophosphates (B) and sludge concentration (C) at collection points

odpadow. Przeprowadzone badania byly zaledwie wstepnymi, sygnali-
zujacymi mozliwos¢ wykorzystania techniki FTIR, ktore po uzyskanym
potwierdzeniu jej przydatno$ci wymagaja w dalszym kroku zastosowania
odpowiednich metod kalibracyjnych, w celu prawidtowej interpretacji
uzyskanych wynikow.
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