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Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wpkywu biodegradacji i wstepnej
obrébki fizycznej na toksycznosé osadu z oczyszczalni sciekow.
Toksycznosé byta okreslona za pomocg testu wykorzystujgcego
luminescencyjne bakterie Vibrio fischeri. Najlepszy efekt uzy-
skano przy zastosowaniu kombinacji wstepnej obrobki fizycznej
za pomocq pola elektrostatycznego i biodegradacji za pomocg
mieszanych kultur bakterii.

Summary

The purpose of the work was to determine the effect of biode-
gradation and initial physical treatment on toxicity of the sewage
treatment sludge. Toxicity was determined by mean of the test
using luminescent bacteria Vibrio fischeri. The best effect was
obtained by application a combination of initial physical
treatment using electrostatic fields and biodegradation using
mixed cultures of bacteria.

Stowa kluczowe: toksycznosé, Vibrio fischeri, osad z oczyszczalni
sciekow, biodegradacja, wstepna obrobka

Introduction

Integralna czescia nowoczesnych procesow oczy-
szczania $ciekdw jest powstawanie osadow. Stanowia
one okoto jednej czwartej objetosci $ciekow oczysz-
czonych, ale koncentruje sie w nich 50-80% zanie-
czyszczen. Przerdbki osaddéw na oczyszczalni $ciekow
polega na ich stabilizacji i higienizacji, w taki sposéb,
ze osady sSciekowe moga by¢é w skuteczny sposob
wykorzystane lub usunigte [1].

Polityka UE dotyczaca odpadow zaktada zmniej-
szenie ilosci odpadéw skfadowanych i wspiera za-
pobieganie powstawaniu osadow.

Ogolnie, w krajach UE kierunki wykorzystania
osadow sciekowych obejmuja zastosowanie w: 32%
w rolnictwie, 30% skfadowane na wysypiskach, 4%
zrzut osadu do morza, 10% osadu jest spalane i 24%
osadu usuwane za pomoca innych metod.

Skfadowiskach osadéw na sktadowiskach odpa-
doéw, ktore w wielu krajach UE praktykowane, po-
winno by¢ zaniechane. Surowy osad jest najczesciej
stosowany w rolnictwie jako nawdéz organiczny, do
rekultywacji gruntow i obrébki termicznej [2].

Jakos¢ osaddw sciekowych, zgodnie z obowiazu-
jacymi przepisami prawa, oceniana jest na podstawie
monitorowania zawartosci wybranych substancji nie-
bezpiecznych w osadach, oraz monitorowania wskaz-

Keywords: toxicity, Vibrio fischeri, sludge from wastewater
treatment, biodegradation, pretreatment

Introduction

An integral part of modern wastewater treatment
processes is the formation of sediments. They rep-
resent about quarter of the volume of the purified
waste water, but 50-80% stands for contamination.
Treatment of sludge at wastewater treatment plant is
related with their stabilization and hygienization in
such way that the sludge can be used in and effective
manner or removed [1].

The EU policy on waste is reducing stored waste
and supporting the sediments forming prevention.

Generally, in the EU the use of sewage sludge in
different ways includes: 32% in agriculture, 30%
stored on landfill sites, 4% of the sludge is dumped
into the sea, 10% of the sludge is incinerated and 24%
of the sludge is removed by using other methods.

Landfill debris in landfills, which is practiced in
many EU coutries, should be discontinued. Raw
sludge is most commonly used in agriculture as
organic fertilizer, to the recultivation of the land of
the land and the heat treatment [2].

The quality of sludge, in accordance with the
common law, shall be assessed on the basis of the
monitoring of selected hazardous substances in
sediments and monitoring of microbiological
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nikéw mikrobiologicznych. Odpady wykorzystywane
rolniczo, zgodnie z dekretem czeskim 294/2005 Coll.
Podlegaja badaniu ostrej ekotoksycznosci ekstraktu
wodnego na czterech organizméw ryb, rozwielitek,
glondw i ziaren gorczycy.

Zalecany zestaw testow toksycznosci ekstraktow
i probek ciektych obejmuje badanie toksycznosci na
Daphnia, glonach, a takze hamujacy wptyw na lu-
minescencje bakterii Vibrio fischeri [3].

Celem przedstawionych badan byla ocena ostrej
toksycznosci probek osadow sciekowych z wykorzy-
staniem luminescencji bakterii Vibrio fischeri. Test zo-
stat przeprowadzony na prébkach osadéw $ciekowych
poddanych wstepnej obrdbce fizycznej (pole elektro-
magnetyczne i ultradzwieki) oraz biodegradaciji.

M etody prac eksperymentalnych.
Charakterystyka prébek osadu
Prébki osadéw do badan zostaty pobrane w miej-
sko — przemystowej oczyszczalni $ciekdw. Prébki
byly pobrane zgodnie z norma czeska i przechowy-
wane w temperaturze 4°C, analizy przeprowadzano
w ciagu 24 godzin.

Przygotowanie prébek do testu toksycznosci ostrej

na bakteriach Vibrio fischeri

Ekstrakt osadu dla badania ostrej toksycznosci na
bakteriach Vibrio fischeri przygotowano z 10 g prébki
Soxhleta w 200 ml dichlorometanu (DCM). Otrzymany
ekstrakt zateza sie w wyparce prozniowej do objetosci
10 ml. W ekstrakcie oznaczono zawartos¢ ekstrahowal-
nej masy ograniczonej EOM (Extractable Organic
Mass). Nastepnie, przeprowadzono transfer DCM do di-
metylosulfotlenku (DMSQO) w atmosferze azotu. Okre-
slenie EOM byto przeprowadzone metoda wagowa.

Test toksycznosci ostrej na Vibrio fischeri

Ocene toksycznosci ostrej osaddéw przeprowa-
dzono obserwujac zmiany ilosci bakterii z Vibrio
fischeri zgodnie z metodyka czeska CSN EN 1SO
11348-1 [4]. Test byt prowadzony w temperaturze
15°C, zawartos¢ NaCl w prébce wynosi 2%.

Kazda probke badano w dziewieciu stezeniach
i dwu powtorzeniach. Hamowanie luminescencji mie-
rzono za pomoca luminometru LUMIStox 300 (HACH
LANGE GmbH) w dwdch czasach ekspozycji po 15
i 30 minutach. Na podstawie zmierzonych danych obli-
czono wartos¢ EC50 dla kazdego monitorowanego
czasu ekspozycji.

Wyniki

Za pomoca testu na bakteriach luminescencyj-
nych Vibrio fischeri oceniano zmiang toksycznosci
w probkach osadéw sciekowych w zaleznosci od
obrébki wstepnej i biodegradacji.

indicators. Waste is used in agriculture in accordance
with the Czech decree 249/2005 Coll. They are
subject of test of very acute ecotoxicity on four fish
organisms, daphnia, algae and mustard grains.

Recommended test set for the extracts toxicity
and liquid samples includes toxicity test on Daphnia,
algae and also the hamstring effect on luminescence
of Vibrio fischeri bacteria [3].

The objective of the study was to assess acute
toxicity of presented sewage sludge samples using
Vibrio fischeri luminescence. The test was carried
out on samples of sludge treated with initial physical
treatment (electromagnetic field and ultrasounds)
and biodegradation.

Methods of the experimental work.

Sediment samples char acteristics

Sediment samples for testing were collected in
an urban — industrial wastewater treatment. Samples
were taken according to the Czech standard and
stored at 4°C, the analysis has been carried out
within 24 hours.

Sample preparation for acute toxicity test on Vibrio

fisheri bacteria

Sediment extract for acute toxicity studies on
Vibrio fischeri bacteria was prepared with 10 g of
Soxhlet in 200 ml of dichloromethane (DCM). Ob-
tained extract was condensed in the vacuum rotary
do a volume of 10 ml. The content of EOM (Extract-
able Organic Mass) was fixed. Then, the transfer of
the DCM to dimethyl sulfoxide (DMSO) in a nitro-
gen atmosphere was conducted. The EOM determin-
ing was carried out by weight method.

Vibrio fischeri toxicity test

The acute toxicity test of sediments was carried
out by observing the change of Vibrio fisheri
guantity according to Chech standard CSN EN 1SO
11348-1 [4]. Test was conducted in temperature of
15°C, NaCl content in the sample equals 2%.

Each sample was studied in nine concentrations
and two repetitions. Inhibition of luminescence was
measured by use of luminometer LUMIStox 300
(HACH LANGE GmbH) in two times of exposure:
15 and 30 minutes. The EC50 value was calculated
on the basis of the measured data for each monitored
exposure time.

Results

Using test on Vibrio fisheri luminescence bac-
teria the evaluation of change in toxicity of the
sludge samples in dependence of pretreatment and
biodegradation was conducted.
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Pierwszy etap obejmowat serig¢ 6 badanych probek
obejmowat badanie osaddw sciekowych po wstepnej
obrobce wstepnej (tabela 1). Zestaw doswiadczen
wstepnych obejmowat préby bez obrébki wstepnej
lub biodegradacji, oraz proby z wstepna obrobka za
pomoca pola elektrostatycznego i biodegradacji.

Whyniki tych testéw wykazaty, ze wstepna obrdébka,
przeprowadzona na kazdej probce ekstraktu osadéw
wptywa na wyniki toksycznosci (Tabela 2). Najbardziej
toksyczna byta probka 1. ktéra badano bezposrednio
po pobraniu z oczyszczalni sciekdéw. Kolejne probki
poddano obrébce wstepnej i biodegradacji. Kombinacja
spontanicznej biodegradaciji i wstepnej obrdbki fizycz-
nej za pomoca pola elektrostatycznego (prébka 4) spo-
wodowata zmniejszenie toksycznosci ostrej na probie
ponad 8 razy w czasie ekspozycji 15 minut, 3 razy
w czasie 30 minut ekspozycji.

Tabela 1
Ocena prébek przy pomocy testu toksycznosci
bakterii Vibrio fischeri

First stage which consisted of series of 6 samples
included the examination of sludge after initial
pretreatment (table 1). Set of the initial examination
contained attempts without pretreatment or biode-
gradation and attempts with pretreatment by use of
electrostatic field and biodegradation.

The results of these tests showed that pre-treat-
ment, carried out on each sample extract affects the
results of sediment toxicity (Table 2). The most toxic
was a sample number 1, which was examined directly
after collecting it from wastewater treatment plant. The
following samples have undergone pretreatment and
biodegradation. A combination of spontaneous biodeg-
radation and pretreatment by use of electrostatic field
(sample 4) caused a reduction in acute toxicity: 8 times
on exposure time of 15 minutes and 3 times on expo-
sure time of 30 minutes.

Table 1
Evaluation of the test samples using bacteria
Vibrio fischeri toxicity

Nr prébki Rodzaj przygotowania probek osadow $ciekowych
Sample No. Type of sludge sample preparation
1 Proba wstepna — bez zmian
Preliminary test — no change
9 Fizyczna obrébka wstepna — pole elektrostatyczne
Physical pretreatment — electrostatic field
3 Spontaniczna biodegradacja przez 3 tygodnie
Spontaneous biodegradation for 3 weeks
4 Spontaniczna biodegradacja przez 3 tygodnie, w potaczeniu z fizyczna obrdbka wstepna — pole elektrostatyczne
Spontaneous biodegradation by 3 weeks, in combination with a physical pre-treatment — electrostatic field
5 Biodegradacja przez 3 tygodnie, za pomoca mieszanej kultury bakterii
Biodegradation by 3 weeks, using a mixed culture of bacteria
Biodegradacja przez 3 tygodnie z wykorzystaniem mieszanej kultury bakterii w potaczeniu z fizyczna
6 obrébka wstepna — pole elektrostatyczne
Biodegradation by 3 weeks using a mixed culture of bacteria in combination with a physical pre-treatment —
electrostatic field
Tabela 2 Table 2

Otrzymane wartosci EC50
dla czasu ekspozycji 15 i 30 minut

EC50 values obtained
for the exposure time of 15 and 30 minutes

SarpleNo. EOM [mg/mi] 15 min EC50 [mg/mi] 30 min EC50 [mg/mi]
1 1,6 0,18 0,71
2 19 0,44 1,02
3 1,0 0,18 0,54
4 1,0 1,55 2,12
> 16 1,57 2,21
6 11 3,64 4,74
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Najwigkszy spadek toksycznosci obserwowano
w probie 6, zaobserwowano zmniejszenie toksycznosci
ponad 20 razy w czasie ekspozycji 15 minut i wiecej
niz 6 razy w czasie ekspozycji 30 minut. Graficzne
przedstawienie skutecznosci réznych rodzajow przygo-
towania probki przedstawiono narys. 1.

Dalsza seria préb miata na celu zbadanie zmian
toksycznosci w czasie (5 i 7 tygodni) — tabela 3.

The largest toxicity decrease was observed on the 6
sample, where it was observed that toxicity reduction
equaled more than 20 times on exposure time of 15
minutes and more than 6 time on exposure time of 30
minutes. Graphical presentation of the effectiveness of
different types of sample treatment is shown on Fig. 1.

Further series of tests was to investigate changes
in toxicity in time (5 and 7 weeks) — Tab.3.

[$2)

»
o

@ 15minEC50

0O 30minEC50
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= N w
0N O W O, N
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o| el = | ‘ ‘
Vstup Fyzikalni Biodegradace Biodegradace s Biodegradace s Biodegradace s
prediprava bez fyzikalni fyzikalni BK bez BK s fyzikaini
predipravy pfedUpravou fyzikalni pfedUpravou
preddpravy

Rys. 1
Poréwnanie EC50 [mg/ml] w prébkach
ekstraktéw osaddw $ciekowych

Tabela 3
Ocena prébek przy pomocy testu toksycznosci
bakterii Vibrio fischeri

Fig. 1
Comparison of EC50 [mg/ml] in the samples
of sludge extracts

Table 3
Evaluation of the test samples using bacteria
Vibrio fischeri toxicity

Nr prébki
Sample No.

Rodzaj przygotowania probek osadow $ciekowych
Type of sludge sample preparation

Spontaniczna biodegradacja w potaczeniu z fizyczna obrébka wstepna pola elektrostatycznego — wejsciowa
Spontaneous biodegradation in combination with a physical pre-treatment of the electrostatic field — input

Spontaniczna biodegradacja w potaczeniu z fizyczna obrobka wstepna pola elektrostatycznego — po 5 tygodniach
Spontaneous biodegradation in combination with a physical pre-treatment of the electrostatic field — after 5 weeks

Spontaniczna biodegradacja w potaczeniu z fizyczna obrdbka wstepna pola elektrostatycznego — po 7 tygodniach
Spontaneous biodegradation in combination with a physical pre-treatment of the electrostatic field — after 7 weeks

Biodegradacja przy pomocy mieszanych kultur bakteryjnych w potaczeniu z fizyczna obrébka wstepna pola
elektrostatycznego — wejsciowa
Biodegradation by a mixed bacterial culture in combination with a physical pre-treatment of the electrostatic
field — input
Biodegradacja przy pomocy mieszanych kultur bakteryjnych w potaczeniu z fizyczna obrébka wstepna pola
elektrostatycznego — po 5 tygodniach
Biodegradation by a mixed bacterial culture in combination with a physical pre-treatment of the electrostatic
field — after 5 weeks

Biodegradacja przy pomocy mieszanych kultur bakteryjnych w potaczeniu z fizyczna obrébka wstepna pola
elektrostatycznego — po 7 tygodniach
Biodegradation by a mixed bacterial culture in combination with a physical pre-treatment of the electrostatic
field — after 7 weeks

7

10

11

12
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W tabeli 4 przedstawiono wyniki, uzyskane
w wyniku zastosowania spontanicznej biodegradacji
i wstepnej obrébki polem elektrostatycznym. Poréw-
nanie wynikéw dla prébki 7 (wstepnej) i probki 9
(po 7 tygodniach) pozwala na stwierdzenie, ze eks-
pozycja 15 minut powoduje obnizenie toksycznosci
3 razy, a ekspozycja 30 minut 1,7 razy.

Celem kolejnych prob bylo okreslenie wptywu
obrébki ultradzwiekami (wyniki w tabeli 5) na tok-
sycznos¢. W tabeli 6 zamieszczono pordéwnanie wyni-
kow dla probek poddanych dziataniu ultradzwiekow
i spontanicznej biodegradacji.

W ramach projektu zweryfikowano mozliwos¢ sto-
sowania osadéw sciekowych jako paliwa, w tabeli 7
przedstawiono toksyczno$¢ ostra probki paliwa wie-
losktadnikowego i popiotu. Uzyskane wyniki przed-
stawiono w tabeli 8. Toksycznoé¢ ostra probek paliwa
probek popiotu jest znacznie nizsza w poréwnaniu do
wartosci EC50 dla surowego osadu.

Konkluzja

Do oceny potencjalnych zagrozen zwiazanych
z substancjami toksycznymi w osadach sciekowych
najczesciej stosowane sa procedury okreslania zawar-

Tabela 4
Otrzymane wartosci EC50
dla czasu ekspozycji 15 i 30 minut

Tab.4. states the results obtained by means of
application of spontaneous biodegradation and
electrostatic field pretreatment. Comparison of the
results for the sample 7 (initial) and sample 9 (after 7
weeks) allows to declare that time exposure of 15
minutes causes 3 times toxicity reduction and
exposure time of 30, 1.7 times.

The objective of the following tests was to
determine the effect of ultrasounds (results in Tab.5.)
onto toxicity. Tab.6. provides comparison of the
results for the samples treated with ultrasounds and
spontaneous biodegradation.

The project verified the possibility of applying
sewage sludge as a fuel, Tab.7. shows the acute
toxicity of a multicomponent fuel and ash. Obtained
results are shown in Tab.8. Acute toxicity of fuel
samples and ash samples is much lower compared to
the EC50 values for the raw sludge.

Conclusion

To assess the potential risks associated with toxic
substances in the sludge the most commonly used are
the procedures for determining the content and

Table 4
EC50 values obtained
for the exposure time of 15 and 30 minutes

SZ‘;E,IS?E; EOM [mg/ml] 15 min EC50 [mg/ml] 30 min EC50 [mg/ml]
7 2,6 1,83 3,68
8 2,9 1,42 2.84
9 12 6,09 6.22
10 2,2 2,95 4,76
11 2,5 0,72 1,81
12 2,4 5,68 381
Tabela 5 Table 5

Ocena prébek przy pomocy testu toksycznosci
bakterii Vibrio fischeri

Evaluation of the test samples using bacteria
Vibrio fischeri toxicity

Nr prébki Rodzaj przygotowania probek osadow $ciekowych
Sample No. Type of sludge sample preparation
13 Spontaniczna biodegradacja bez fizycznej obrébki wstepnej
Spontaneous biodegradation without physical pre-treatment

14 Spontaniczna biodegradacja z fizyczna obrébka wstepna za pomoca ultradzwickow

Spontaneous biodegradation with a physical pre-treatment by means of ultrasound
15 Biodegradacja przy pomocy mieszanych kultur bakteryjnych bez fizycznej obrdbki wstepnej

Biodegradation by a mixed bacterial culture without physical pre-treatment
Biodegradacja przy pomocy mieszanych kultur bakteryjnych z fizyczna obrobka wstepna za pomoca
16 ultradzwickéw
Biodegradation by a mixed bacterial culture with a physical pre-treatment by means of ultrasound

Inzynieria Mineralna — LIPIEC — GRUDZIEN < 2012 > JULY — DECEMBER — Journal of the Polish Mineral Engineering Society 77



Tabela 6
Otrzymane wartosci EC50

dla czasu ekspozycji 15 i 30 minut

Table 6
EC50 values obtained

for the exposure time of 15 and 30 minutes

S';';}g:gtl’\‘l‘(') EOM [mg/ml] 15 min EC50 [mg/ml] 30 min EC50 [mg/ml]
13 1,87 0,35 1,17
14 2,2 0,36 1,2
15 2,0 0,14 0,81
16 3,1 0,01 0,34
Tabela 7 Table 7

Ocena prébek przy pomocy testu toksycznosci

bakterii Vibrio fischeri

Evaluation of the test samples using bacteria

Vibrio fischeri toxicity

Nr prébki Rodzaj przygotowania probek osadow sciekowych
Sample No. Type of sludge sample preparation
17 Mieszane paliwo wielosktadnikowe
Mixed multi-fuel
18 Popiot, niespalone resztki
Ash, unburnt residues
Tabela 8 Table 8

Otrzymane wartosci EC50
dla czasu ekspozycji 15 i 30 minut

EC50 values obtained
for the exposure time of 15 and 30 minutes

Nr probki . .
sample No. EOM [mg/ml] 15 min EC50 [mg/ml] 30 min EC50 [mg/ml]
17 2,87 5,2 7,54
18 0,40 22,91 16,23

tosci i ilosci zwiazkow chemicznych. Bardzo wazne
jest uzupetnienie analizy chemicznej testami biolo-
gicznymi dla okreslenia toksycznosci za pomoca
wybranych wrazliwych organizméw wskaznikowych.
W ramach projektu VaV-SP/2f2/98/07 — badania
w obszarze odpadow jako substytutu surowcéw zba-
dano toksycznos¢ probek osadow sciekowych, w za-
leznosci od zastosowania fizycznej obrobki wstepnej
i biodegradacji. Badania przeprowadzono za pomoca
testu luminescencji bakterii Vibrio fischeri.
Przeprowadzono 4 serie prob. Pierwszej seria
doswiadczen koncentrowata si¢ na ocenie wptywu
wstepnej obrobki za pomoca pola elektrostatycznego
w potaczeniu z biodegradacja. Oceniono 6 probek
z roznymi modyfikacjami, stwierdzono, ze najwick-
szy spadek toksycznosci obserwowano w przypadku
kombinacji biodegradacji za pomoca bakterii obréb-
ki wstepnej za pomoca pola elektrostatycznego.
W tym przypadku zaobserwowano zmniejszenie tok-
sycznosci ponad 20 razy w czasie 15 minut ekspo-
zycji i ponad 6 razy w czasie 30 minut ekspozycji.

quantity of chemical compounds. Very important is
a complement of chemical analysis with biological
tests to determine the toxicity by means of selected
sensitive indicator organisms. Within the framework
VaV-SP/2f2/98/07 — Research in the area of waste as
a substitute for raw materials the toxicity of sludge
samples was examined, depending on the application
of physical pretreatment and biodegradation. The
research was conducted by use of Vibrio fischeri
bacteria luminescence test.

A series of 4 tests were carried out. The first
series of experiments focused on assessing the
impact of initial treatment using electrostatic field
connected with biodegradation. Six samples were
rated with different modifications and it was
ascertained, that the largest decrease in the toxicity
was observed in the case of a combination of
biodegradation using bacteria pretreatment and
electrostatic field. In this case there was a reduction
of toxicity: 20 times on exposure time of 15 minutes
and 6 times on exposure time of 30 minutes.
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Druga seria doswiadczen, obejmujaca rowniez 6
préb, obejmowata obrébke wstepna w polu elektro-
statycznym i biodegradacje i zmiany w czasie. Po 7
tygodniach stwierdzono w czasie ekspozycji 15 mi-
nut wigcej niz trzykrotne zmniejszenie toksycznosci
i po czasie 30 minut — 1,7-krotny spadek.

Trzecia seria doswiadczen miata na celu okre-
Slenie skutecznosci obrdbki wstepnej za pomoca
ultradzwiekdéw na toksycznos¢ probki. Najwyzsze
zmniejszenie toksycznosci obserwowano w prébie,
ktéra obejmowata ultradzwieki w potaczeniu z bio-
degradacja, bez dodatku bakterii.

Ostatnie proby obejmuja badanie paliwa z osadéw
sciekowych oraz popiotu. Wyniki badan wykazaty, ze
ostra toksycznos¢ prébek paliwa wielosktadnikowego
i prébek popiotu jest znacznie nizsza w poréwnaniu
do wartosci EC50 surowego osadu.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze metoda
wstepnej obrobki fizycznej osadoéw sciekowych oraz
biodegradacji daje dobre wyniki w zakresie zmniej-
szenia toksycznosci probek.

The second series of experiments, including 6
attempts, included pretreatment in electrostatic field,
biodegradation and changes over time. After 7 weeks
it was observed that after 15 minutes of exposure the
toxicity decreased 3 times, and 1.7 times in case of
30 minutes.

Third series of experiments was to identify the
effectiveness of pretreatment using ultrasound on the
samples toxicity. The highest reduction of toxicity
were observed in the sample, which included the ul-
trasound in combination with biodegradation without
bacteria addition.

Recent attempts include the study of fuel from
sewage and the ash. The results showed that acute
toxicity of multicomponent fuel samples and ash
samples is much lower compared to the EC50 values
of raw sludge.

In conclusion, it should be noted that the
physical method of pretreatment of sewage sludge
and biodegradation gives good results in terms of
reducing the acute toxicity of the samples.
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